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Quantitative Analyse und Tvpisieruna subzellularer Partikel 

Die vorilegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung und individu- 
ellen Charakterlsierung von Partikein, insbesondere subzelluiSren Partikeln wie 
z.B. Molekiilen, Molekulaggregaten Oder Viren. 

Ein moglicfier und beispielhaft realisierter Einsatzbereich des vorliegenden 
Verfahrens ist die Diagnostik von Prionkrankheiten und Typisierung verschie- 
dener Erregerstamme. Die Prionkrankheiten oder transmissibien spongiformen 
Enzephalopatliien stellen eine Gruppe ubertragbarer neurodegenerativer 
Kranklieiten bei Menscli und Tier dar, zu der die Creutzfeldt-Jakob-Krankiieit 
des Mensclien sowie Scrapie beim Schaf und BSE beim Rind gehoren. Prio- 
nerkrankungen sind cliarakterisiert durcli die Ablagerung einer aggregierten, 
pathologischen Form des Prionprotelns (PrP) im Gehimgewebe betroffener 
Individuen, die als PrP^ bezeichnet wird. Grundsatzllch sind Prionerkrankungen 
ubertragbar, das ubertragbare Agens wird als "Prion" bezeiclinet. Es wird an- 
genommen, dass PrP^*^ der entscfieidende, wenn nicht sogar der einzige Be- 
standteil des Prions ist. Eine erregerassoziierte Nukleinsaure konnte nicht 
nachgewiesen werden. Das krankheits- und infektiositatsassoziierte PrP^'' un- 
terscheidet sich von der physiologisch im Organismus vorkommenden Form 
des Prionproteins (PrP^) durch seine Konformation, insbesondere seinen hohen 
Anteil an B-Faltblattstruktur, seine relative Reslstenz gegeniiber Protease K 
und seine Neigung zur Bildung groBer multimerer Aggregate. Es wird im Rah- 
men der sogenannten Prionhypothese angenommen, dass die PrP^-Form mit 
der PrP'^-Form In Wechselwlrkung treten und dabei das korpereigene PrP* uber 
eine KonformationsSnderung In die PrP**-Form umwandein kann. Das so neu 
entstandene PrP^ kann dann seinerseits mit weiteren PrP^ MolekQIen in Wedi- 
selwirkung treten und diese ebenfalls In PrP** umwandein, so dass sich in einer 
lawinenartigen Kettenreaktion aus dem korpereigenen PrP** groBe Mengen 
PrP*^ bilden. 

Ein wichtiges Phanomen bei den Prionkrankheiten ist das Auftreten verschle- 
dener Erregerstamme. Erregerstamme unterschelden sich auch bei Passage In 
Wirten mit identlschem Prionprotein, z.B. In Maus-InzuchtstSmmen, konstant 
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in verschiedenen Eigenschaften wie Inkubationszeit, klinischen Symptomen, 
Lasionsmuster im Gehirn und Ubertragbarkeit auf andere Spezies. Im Rahmen 
der Prionhypothese bedeutet das Auftreten verschiedenen Erregerstamme in 
Tieren mit glelcher PrP-Aminosauresequenz, dass verschiedene stabile Formen 
von PrP^^ existieren mussen, die jeweils PrP^ in die entsprechende pathologi- 
sche Fornn umwandein konnen. Auch bei der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit des 
Menschen finden sich verschiedene distlnkte Unterformen, die sich molekular 
anhand eines Polymorphismus am Codon 129 des Prionproteingens (PRNP) 
und der GroBe des Proteinase K-resistenten Fragmentes des Prionproteins im 
Westernblot unterscheiden lassen, und mit unterschiedlichen phanotypischen 
Krankheitsauspragungen assozliert sind. 

Das der Erfindung zugrundeliegende Problem besteht darin, ein Verfahren 
bereftzustellen, das einzelne pathologische Proteinaggregate in einem homo- 
genen Assay ultrasensltiv detektierbar macht und die detektierten Aggregate 
zu charakterisieren und zu typisieren. 

Daruber hinaus soilte dieses Verfahren auch brelt anwendbar sein, um andere 
bevorzugt subzeliulare Partikel zu detektieren und charakterisieren, 

ErfindungsgemaB wird ein Verfahren zur Bestimmung und individuellen Charak- 
terisierung von Partlkeln mittels mindestens zweler unterschiedilcher detektier- 
barer Sonden in einer Probe vorgeschlagen, wobei 

• die Partikei, Insbesondere elnzeine Molekule oder Molekulaggregate, mindes- 
tens eine Bindungsstelle, vorzugsweise eine VIelzahf von Bindungsstellen fur 
mindestens eine der mindestens zwei unterschiedlichen detektierbaren Son- 
den aufWeisen, 

• die mindestens zwei unterschiedlichen detektierbaren Sonden in der Probe 
anwesend sind, 

• ein l^aB fur die Anzahl der gebundenen Sonden und 

• das Verhaitnis der gebundenen Sonden zueinander durch Bestimmung von 
Partlkeln ermlttelt wird 
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• und wobei die Bestimmung auf Basis von einzelnen Partikein erfolgt. 

ErfindungsgemaB wird ferner ein Verfehren vorgeschlagen zur Charakterisie- 
rung pathologischer Prlonprotelne nach Subspezies durch deren Markierung mlt 
Sondenmolekulen, wobei die Bindung mindestens zweier unterschiedlicher Son- 
denmolekulen an die Prionproteine detektiert wird und aus dem Verhaltnis der 
gebundenen Mengen an verschiedenen Sondenmolekulen zuefnander die Sub- 
spezies bestimmt wird. 

Figur 1 zeigt Zweifarben-Intensltatshistogramme von humanem PrP^^ Typ 1 
und Typ 2. 

Rgur 2 zeigt die relative Verteilung des Signals der gebundenen PrP- 
spezlfischen Sonden (12F10-Cy5) und (pri917-Alexa488) fur menschllches 
PrP^^ (129 M/M) Typ 1 und PrP^^ (129 M/M) Typ 2. Im Signal des MM 2 PrP 1st 
der Anteil beider Sonden annaliernd gleich wahrend das Signal der MM 1 Ag- 
gregate weniger als 20% rotes (12F10) Signal zeigt. 

FIgur 3: Schematischer Aufbau der konfokalen Zwelfarben-Fluoreszenz- 
Spektroskopie-Apparatur. 

Figur 4; Aniagerung von fluoreszenten Sonden an PrP-Aggregate. Spur der 
Fluoreszenzintensitat / a) ohne Anwesenheit b) mit Anwesenheit von pathoge- 
nen PrP^*^-Aggregaten in Spinalliquor. Als Sonde diente rPrP-Cy2 (c = 10 nM), 
Anregung bei 488 nm, 180 |jW, Messzeit 21 min. Unten: Zahl der detektlerten 
Aggregate je Zeiteinheit im Verlauf der Messung. 

Rgur 5: Links: Bestimmung der AggregatgroBe durch ein heterologes Sonden- 
paar. Voraggregiertes rPrP(90-231), monomere Konzentration 0,1 pM, wurde 
durch ein Sondenpaar aus rPrP-Oregon Green (c = 2 nM) und dem Antikdrper 
15B3-Cy5 (c = 10 nM) detektiert, Gesamtmesszeft 20 * 1 mm. Wahrend der 
Einzelmessungen wurden nur emzelne markierte Aggregate detektiert, deren 
Durchtrittszeit anhand des Kreuzkorrelationsignals bestimmt wurde. Darge- 
stellt ist Fluoreszenzspur und Kreuzkorrelationsslgnal einer Einzelmessung mit 
X « 15 ms. Rechts: Homologe Detektion mit rPrP-Oregon Green. 
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Figur 6: Quantitative Intensitatsanaiyse des Fluoreszenzslgnals. a) Fluores- 
zenzspur Sonde + PrP-Aggregate, C) Intensitatshistogramm von a), b) Fluo- 
reszenzspur der freien Sonde (rPrP-Cy2), d) Intensitatshistogramm des Fluo- 
reszenzslgnals b), BInweite 250 ps. 

Rgur 7: Histogramm der Fluoreszenzintensltat Binwelte 500 ps. a) Antlkorper- 
sonde 3F4-Alexa488 c = 6 nM Anpassung durch Log-Normalverteilung (s. Gl. 
9) mit o = 32, CT = 16. b) prion-rods c = 0.35 nM, Anpassung durch einen 
Sondenterm mIt ul = 30 und einen zwelten Term mit o2= 200. 

FIgur 8: Einfluss der Probenbewegung auf die Anzahl der detektierten Ereignis- 
se. Intensltatsspur und Intensitatshistogramm von fluoreszenten Polystyrol- 
beads In PBS + 0.1% (w/v) NP40 bel Anregung mit 488 nm. oben: Messung 
ohne Bewegung, unten: mit Bewegung der l^esskapillare mit 1 mm/s. Die Zahl 
der detektierten Erelgnisse steigt etwa 100-fach. rechts: Intensitathlstogramm 
beider Messungen. Durch Bewegung der Probe steigt die Zahl der Kanale mit 
einer Intensitat > 500 Photonen/Kanal vierfach. 

Rgur 9: Evaluierung unterschledlicher Sondenmoiekule. Hamster rPrP(90- 
231), marklert mit Oregon Green, (A,B) und monoklonaler Antlkorper 3F4, 
markiert mit Alexa488, (C,D) wurden zu Liquor von Kontroilpatienten zugege- 
ben, der mit prion-rods versetzt wurde. Die Messung erfolgt 600 s mit einer 
Probenbewegung von Imm/s und einer Binwelte von 500 \is. Das Signal hoher 
Intensitat wurde mit einer Schwelle (s. Pfell) von 500 Photonen/BIn abgetrennt 



Figur 10: Peaksignal der prion-rods aus F\g. 9 C in Abhangigkelt von der Kon- 
zentratlon der Zielmolekule bel einer Schwelle von a) 350, b) 500, c) 750, d) 
1000 Photonen/BIn. Die Detektlonsgrenze betragt 2 pg. Einsatz: Peaksignal 
von 110 pg PrP* In Abhangigkelt vom Schwellenwert. 

Rgur 11: Prinzip der Zweikanal-IntensltStsanalyse. Rot und grun markierte 
Antlkorper (3F4-Alexa 488, c = 5 nM, 12F10-Cy5, c = 6nM) wurden zu Liquor 
von Kontroilpatienten zugegeben, der mit prion-rods versetzt wurde (1:500). 
Die Messung erfolgt 600 s mit einer Probenbewegung von 1 mm/s und einer 



(B,D). 
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Kanalweite von 500 ps. Das koinzidente Signal hoher Intensitat wird mit einer 
progresslven SchweMe vom Signal der freien Sonden und Signal hoher Inten- 
sitat der Einzelkanale abgetrennt. Jeder Punkt entspricht einem Intensitats- 
paar. Die Zahi der Messkanale ist logarithmisch auf einer Farbskala dargestellt. 

Figur 12: Spezifitat der Detektion von AB und PrP Zielmolekulen durch Zweika- 
nal-SIFT. Es wurden spezidsche und unspezifische Paare von Sonden und 
Zielmolekulen kombiniert: a) voraggregiertes A/3(l-42)-Peptid (1 pM) + AiS- 
Antikorper (6E10-Cy5, p42-Alexa), b)A5(l-42)Peptid (1 pM) + PrP-Antik6rper 
(3F4-Alexa, 12F 10-Cy5), c) prion rods 1:1000 + PrP-Antikorper (3F4-Alexa, 
12F10-Cy5), d) c) prion rods 1:1000 + irrelevante AntlkQrper (Anti-IL8- 
Oregon Green, Anti-Ai8-Cy5.) 

Figur 13: Western Blot und Zweikanai-SIFT Messung einer Verdunnung von 
prion rods in Spinalliquor. Das Himhomogenat eines scrapie-infizierten Hams- 
ters 263K (a-f) und prion rods in Liquor wurden wie angegeben verdunnt. 
A:PrP^'^ wurde mit Proteinase K (100 |jg/ml) 30 min bei 37**C verdaut und 
anschlieBend durch Western Blot mit dem Antikorper 3F4 nachgewiesen. B: 
Parallel wurden Aliquots der prion rods durch Zweikanal-SIFT gemessen und 
das Signal wie in Fig. 11 beschrieben ausgewertet. 

Figur 14: Histogrammdarstellung der Zweikanal-SIFT Messung einer Verdun- 
nung von prion rods in Spinalliquor. A: Verdunnung 1:2000, B: l:10^ C: ohne 
PrP*. 

Rgur 15: a) Kreuzkorrelationssignal einer Verdunnung von prion rods in Spi- 
nalliquor. PrP^-Konzentration: 160 pM (Linie), 56 pM (Striche)> 20 pM 
(Punkte), 6 pM (Strichpunkte), 2 pM (kurze Strlche), ohne Rods (dflnne LInle). 
b) Auftragung Kreuzkorrelatlonsamplitude G^CO) gegen die eingesetzte Menge 
an PrP*. c) Auftragung der Zahl der MesskanSle hoher Fluoreszenzintensitit 
der Zweikanal-SIFT Analyse gegen die Kreuzkorrelationsamplitude Gy(0). 

Figur 16: Auftragung der Zahl der Messkanale hoher Fluoreszenzintensitat der 
Zweikanal-SIFT-Analyse gegen die Kreuzkorrelationsamplitude 6^(0} von ag- 
gregiertem A8(l-42) Peptid In verschiedenen Medien. Die Messung erfoigte 
wie in Rg. 11 in Liquor und Puffer mit und ohne Detergenz (Puffer: PBS, PBS + 
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0.1% NP40, RIPA, PBS + 0.2% SDS, Liquor, Liquor + 0.1% NP40). Als spezifi- 
sche Antikorpersonden dienten pAB42-Alexa und 6E10-Cy5, c = 6 nM. Unab- 
hangig vom verwendeten l^edium waren beide Signale proportional. 

Figur 17: Zweil<anal-SIFT Messung in Uquorproben von CJD und Kontrollpati- 
enten. Die Messung erfolgte fur 600s mit einer Kanalweite von 0.5 ms wie in 
Rg. 11 beschrieben. Als Sonden dienten die monoldonalen Antikdrper 3F4- 
Alexa488 und 12F10-Cy5. In 5 von 24 CJD-Liquorproben lag das Signal uber 
einer Schwelle von einem Kanal, dagegen enthielt keine der Kontrollen mit 
anderen neurodegenerativen Erkrankungen positives Signal. 

Figur 18: Zweikanal-SIFT Messung in Uquorproben von AD und Kontrollpatl- 
enten. Die Messung erfolgte fur 600s mit einer Kanalweite von 0.5 ms wie in 
11 beschrieben. Als Sonden dienten die Antlkorper pAB42-Alexa488 und 6E10- 
Cy5. In 5 von 6 Patienten mit klinischer Alzheimerdiagnose, jedoch in keiner 
der Kontrollen lag das Signal uber dem gesetzten Schwelienwert. 

Rgur 19: Zweikanal-SIFT Messung In Uquorproben von AD und Kontrollpati- 
enten. Die Messung erfolgte fur 600s mit einer Binweite von 0.5 ms wie in 11 
beschrieben. Als Sonden dienten die Antlkorper pAB42-Alexa488 und 6E10- 
Cy5. Die Proben wurden direkt nach der Entnahme asserviert. 

Figur 20: Bestimmung des Bindungsverhaitnisses der Sonden. Signal einer 
Zweikanal-SIFT Messung an humanem PrP^ (129M/M) Typ II. Die Messung 
erfolgte fiir 600s mit einer Kanalweite von 0.5 ms wie in 11 beschrieben. Als 
Sonden dienten die Antlkorper Pri917-Alexa488 und 12F10-Cy5. Das PrP**- 
speziflsche Signal > 8 I„«x wurde in neun Sektoren gleicher SIgnalverhSltnlsse 
aufsummiert. 

Rgur 21: PrP^*' Typ I und Typ II im SIFT-Signal von humanem PrP^ (129 
M/M). Das gereinigte PrP*'' wurde 1:10 in Liquor von Kontrollpatienten unter 
Zugabe von 0.1% NP40 verdunnt. Messung und Auswertung erfolgte wie in 
Rg. 20 beschrieben. a) Signalanteile beider Sonden in der Messung von (M/M) 
Typ I und (M/M) Typ II PrP^'^ mit Anpassung durch eine Normalveitellung. b) 
Signalanteile beider Sonden in der Summation der Einzelmessungen von PrP** 
Typ I und Typ II (grau) sowie Messung einer Mischung beider PrP*' Typen. 



wo 01/23894 




PCT/EPOO/09468 



- 7 



Im erfindungsgemaBen Verfahren wird vorzugsweise das Verhaltnis der ge- 
bundenen Sonden zueinander durch Bestimmung von Partikein in einenn Mess- 
volumen, das ein Teilvolumen der zu untersuchenden Probe darstellt, ermit±elt. 
Besonders bevorzugt ist die Bestimmung auf Basis von einzeinen Partikein, die 
sich zu verschiedenen Zeiten Im Messvolumen befinden. 

Die Detektion verschledener gebundener Sonden erfolgt vorzugsweise gleich- 
zeltig an einem Partikel. 

Vorzugsweise betragt das Messvolumen < 10"^^, insbesondere < lO"^"* L Die 
Messung erfolgt insbesondere unter Verwendung eines konfokal mikroskopi- 
schen Aufbaus, eines Nahfeldaufbaus oder eines Aufbaus zur Mehrphotonen- 
anregung. Die Bestimmung und Charakterisierung von Partikein erfolgt Insbe- 
sondere in eInem homogenen Assayverfahren ohne Waschschrltte. 

Eine vorteilhafte Moglichkeit der Charakterisierung von Partikein, wie z.B. pa- 
thologischer Prionproteinaggregaten (im folgenden "Zielmolekule" genannt) ist 
deren Markierung mit geeigneten fluoreszenzmarkierten Sondenmolekulen und 
die anschiieBende Detektion und Analyse einzelner Aggregate. Hierfur dient 
aufbauend auf einem geratetechnischen Aufbau zur Zweifarben-Fluoreszenz- 
Spektroskopie, ein Messverfahren, das im folgenden in einer spezifischen 
Ausfuhrungsform als SIFT (Scanning for Intensely Fluorescent Targets) be- 
zeichnet wIrd. Das erfindungsgemaBe Verfahren beruht auf einer zeltaufge- 
losten Intensitatsanalyse eines Ruoreszenzsignals aus einem offenen Volu- 
menelement, das durch eine konfokale Rgur eines oder mehrerer In einem 
Fokus gebundelter Anregungs-LASER definiert wird. Dieses Verfahren unter- 
scheidet sIch vom Stand der Technik zur FCS-baslerten Amyloid-Aggregat- 
Detektion (Pitschke et aL 1998) durch insbesondere folgende Modlflkatlonen: 

a) ErfindungsgemaB erfolgt eine Quantifizierung des partikelbedingten Signai- 
anteils vorzugsweise durch Analyse der Intensitatsverteilung eines gemes- 
senen Detektionssignals, insbesondere eines Fluoreszenzsignals, in sukzes- 
siven Zeltfenstern mit Detektionszeften konstanter oder variabler Langen Im 
Bereich von l^lkro- bis Millisekunden, dadurch kann das sehr intensive Sig- 
nal der mehrfach markierten Zielmolekule vom Htntergrundsignal freler 
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Sondenmolekule abgetrennt werden. Alternativ konnte die intensitatsba- 
sierte Abtrennung des Zielmolekul bedingten Signalanteils auch uber einen 
Algorithmus zur Peakdetektion und -analyse erfolgen. 

b) ErfindungsgemaB erfolgt vorzugsweise ein Scannen der Probe durch Erzeu- 
gen einer im wesentlichen konstanten Relativbewegung zwischen Probe und 
Messvolumen, Dieses Ziel ist m einem bevorzugten Messaufbau durch ein 
maanderformlges Bewegen der In eine Messkapillare eingefullten Probe rea- 
lisiert. In einer weiteren Ausfuhrungsform kann dieser Aspekt auch durch 
eine Opttk, die eine Bewegung des Fokus gestattet Oder durch eIne Flusska- 
pillare realisiert werden. Das Scannen bewirkt zwei Vortelle: 

1, Das untersuchte Volumen und damit die Messsensitivitat wird deutlich er- 
hoht. 

2. Fur groBe, sehr langsam diffundierende Zielmolekule wird die mittlere 
Aufenthaltsdauer im Fokus nicht mehr durch die Diffusionszeit Toifr, son- 
dern durch die Scangeschwindigkelt bestfmmt. Dies ist vortellhaft, weil im 
wesentlichen alle Zielmolekule auf etwa die gleiche Zahl Messkanaie ab- 
gebildet werden. Dadurch wird die Anzahl der sehr intensiven Kanale ein 
direktes MaB fiir die Zahl und Konzentratlon stark markierter Zielmoleku- 
le. 

c) ErfindungsgemaB bevorzugt wird die Verwendung von Antlkorpem als Son- 
denmolekule. Diese haben Im Verglelch zu monomeren Aggregate 
Bausteinen den Vortell einer geringen Selbstaggregatlon. Dieser Punkt wird 
erfindungsgemaS zwar bevorzugt, das erfindungsgemaBe Verfahren lasst 
sich aber prinzipleli mit jeder spezifisch an das Zielmolekul bindenden be- 
vorzugt fiuoreszenzmarkierten Sonde durchfuhren. 

d) Das erfindungsgemaBe Verfahren setzt insbesondere eine simultane Analyse 
zweier oder mehrerer getrennt Im selben Messvolumen messbarer, in ver- 
schiedenen Wellenlangenberelchen oder Polarisatlonsebenen emittierender 
Sonden, insbesondere fiuoreszierender Sonden ein. Vorzugsweise werden 
die erflndungsgemaB ermlttelten Daten aus Mehrfach-, Insbesondere Zwel- 
farb bzw. -polarisatlonsmessungen ermlttelt und zur Auswertung In einem 
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entsprechend mehrdimensionalen, insbesondere zweidimensionalen Array 
angeordnet und z.B. als Intensitatshistogramm dargestellt. Dabei ist die 
Zahl von Kanalen mit gleichzertlg hohen Werten fCir die mehreren oder bei- 
den Farben/Poiarisationen ein MaB fur die Zahl und Konzentration spezifisch 
fur mit mehreren, insbesondere zwei unabhangigen Sonden markierten 
Zielmolekulen. Wie schon unter Punkt a) erwahnt, Ist hier alternativ eine 
mehrfarbige Peakanalyse mogllch. 

ErfindungsgemaB konnen pathologische Proteinaggregate als Partikel, Insbe- 
sondere Prionprotelne nach Subspezies, durch deren Markierung mit Sonden- 
molekulen, detektiert werden. 

Vorzugsweise wird die Bindung mindestens zweier unterschiedlicher Sonden- 
molekCile an die Proteinaggregate bildenden Partikel detektiert und aus dem 
Verhaltnis der gebundenen Mengen an verschiedenen Sondenmolekulen zuein- 
ander die Subspezies bestimmt. 

Zur Erregerstammtyplsierung oder Untersuchung der relativen Bindung von 
Proteinen verschiedener Spezies an pathologische Proteinaggregate einer be- 
stimmten Spezies zwecks Abschatzung einer Speziesbarriere fiir eine Krank- 
heitsubertragung kann das erfindungsgemaBe Verfahren ebenfalls eingesetzt 
werden. 

In einer weiteren Ausgestaltung des erfindungsgemaBen Verfahrens kann 
dieses zur Untersuchung degenerativer Erkrankungen, insbesondere neurode- 
generatlver Krankheiten, mit Biidung pathologischer Aggregate, insbesondere 
Aggregate, die als Komponente Prionprotein, APP, Tau, Synuclein oder Protel- 
ne mit einer Poiyglutaminsequenz wie Huntingtin, oder Fragmente oder Deri- 
vate dieser Proteine enthaiten, dienen. 

Insbesondere ist das erfindungsgemaBe Verfahren zur Untersuchung subzellu- 
iarer Partikel, insbesondere auch zur phanotypischen Analyse viraier Partikel 
Oder zur Analyse von Nukleinsauren mittels Antisensesonden geeignet. 

Neben der erhdhten Spezifitat in der Detektlon von ZielmolekQien hat das 
erfindungsgemaBe Verfahren ein zusatzliches Potential: 



wo 01/23894 



# 



PCT/EPOO/09468 



- 10 - 



Fur im wesentlichen jedes detektierte Zielmolekiil kann separat die relative 
Markierungsintensitat der verschiedenfarbigen Sonden gemessen werden. Im 
Gegensatz zur absoluten Intensitat der Einzelfarben ist dieses Markierungsver- 
haltnis bei nahezu deckungsgleichen Volumenelementen fur die verschiedenen 
separat detektierten Farben weitgehend unabhangig von der Route, die das 
jeweilige Zielmolekiil durch das Detektionsvolumen nimmt. Die simultane Mes- 
sung mehrerer unterschiedlicher Sonden an einem Einzelpartlkel kann somit 
durch Bezug der Messwerte aufeinander als interner Standard auf Einzelparti- 
kelebene aufgefasst werden. Bei einer homogenen Population an Zielmoleku- 
len ist daher das Markierungsverhaltnis fur alle detektierten Partikel ahnllch, in 
einem zweidimensionalen Intensitatshistogramm streut daher das Zielmolekul 
speziflsche Signale um eine Gerade, deren Steilheit von der relativen Bindung 
der zwei analysierten Sondenmolekule bestimmt wird. Bei der Analyse eines 
anderen Typs von Zielmolekul mit abweichenden Bindungseigenschaften ergibt 
sich entsprechend ein anderes Markierungsverhaltnis (Figur 1). Die relative 
Bindung zweier verschiedener Sonden kann somit leicht und schnell in einem 
homogenen Assay unter definierten Pufferbedingungen ermlttelt werden und 
liefert unter geeigneten Bedmgungen einen jeweils charakteristischen Wert fur 
verschiedene Zielmolekultypen. 

Im Fall der Prionkrankheiten ist aufgrund des Vorkommens verschiedener, in 
ihrem biologischen Verhalten unterscheidbarer Erregerstamme auch in Wirten 
mit identischer PrP-Primarstruktur davon auszugehen, dass verschiedene pa- 
thologische Formen von PrP^^ existieren, die sich offenbar nur in ihrer Konfor- 
mation oder Aggregatstruktur unterscheiden. Durch konformationsabhangig 
unterschiedliche Antikorperbindung sollten diese verschiedenen Formen oder 
Prion-Stamme bei Verfugbarkeit geeigneter monokionaler Antikorper grund- 
satziich unterscheidbar sein. So findet sich bei der Untersuchung von gerei- 
nigten PrP^'^-Aggregaten von Creutzfeldt-Jakob-Patienten in Abhangigkert da- 
von, ob es sich um pathologisches Prionprotein vom Typ 1 oder Typ 2 handelt, 
em unterschiedliches Bindungsverhalten der monoklonalen Antikorper 12F10 
und Pri917. Sowohl beim Menschen als auch im Tierreich ist die Erreger- 
stamm-Typisierung von groBer epidemiologischer Bedeutung. HIerbel Ist von 
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besonderer Relevanz die Identifizierung des BSE-Erregerstammes nach Uber- 
tragung auf andere Spezies. Insbesondere beim Menschen durfte daruber 
hinaus eine Erregertypisierung auch prognostisch und eventuell therapeutisch 
bedeutsam sein. 

Die Typisierung uber relative Bindung verschiedener Sondenmolekule mittels 
des erfindungsgemaBen Verfaiirens hat dabei mehrere konzeptionelle Vorteile: 

l}Da jedes Zielmolekul separat analysiert wird, konnen grundsatzlich auch 
Mischungen verschiedener Zielmolekule untersucht und das Mengenverhalt- 
nls der Komponenten bestimmt werden. Dieses unterscheldet das erfin- 
dungsgemaB vorgeschlagene Verfahren grundsatzlich von alien Verfahren, 
in denen Messwerte, die sich aus der Integration oder Mitteiwertbildung von 
Messwerten uber Zielmolekul-Ensembles ergeben, gewonnen werden. 

2) Zur Typisierung genugen Sonden mit einer maBig unterschiediichen Affinitat 
zu den verschledenen Zieimolekultypen, eIne Alles-oder-Nichts-Blndung ist 
nicht erforderlich. 

3) Aus der Zuganglichkeit verschiedener^ von unterschiediichen Sondenmole- 
kulen erkannter Epitope bei unterschiediichen Typen/Erregerstammen kon- 
nen Ruckschlusse auf die raumliche Struktur gezogen werden. 

4) Da die relative Bindung der verschledenen Sondenmolekule durch simuttane 
Messung dieser Sondenmolekule auf einzelnen Zlelmolekulen (F^artikeln) be- 
stimmt wIrd, wird dieses Bindungsverhaltnis auch durch die Interaktion die- 
ser SondenmolekQIe (z.B. sterische Kompetltion) beelnflusst. Die simultane 
Messung In Anwesenheit der verschledenen separat detektierbaren Sonden 
liefert daher mehr Information als es die separate Bestlmmung zu verschle- 
denen Zeitpunkten, in verschledenen Messvolumina Oder separaten Messan- 
satzen tate. 

5) Es genugen geringe Mengen wenig konzentrlerten Zielmolekuls, eine vor- 
hergehende Relnlgung ist nIcht ndtig, wodurch das Zielmolekul auch unter 
nahezu natlven physiologlschen Bedlngungen analysiert werden kann. 
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6) Gegenuber etablierten Verfehren zur PrP^*^ Typisierung (Western Blot) er- 
laubt das Verfahren einen schnellen Test in einem homogenen Assay, so 
dass ein groBe Probenzahl analysiert werden kann (diagnostisches Oder 
Wirkstoff-Screen ing ) . 

Das erfindungsgemaBe Verfahren ist grundsatzlich nicht auf die oben beschrfe- 
bene konkrete Anwendung im Bereich der Typisierung verscliiedener Prion- 
Stamme beschrankt. Grundsatzlichi ist eine Analyse verscliiedenster bevorzugt 
subzeiiularer Partikel mogllch, die sich mit insbesondere fluoreszenzmarkierten 
Sonden markleren lassen. Die Vorteile, die oben aufgefiihrt wurden, gelten 
liier analog. Insbesondere sind folgende Einsatzfelder zu nennen: 

a) Im Bereich der Prionkrankheiten Ist neben der Erregerstammtypisierung die 
relative Bindung von PrP^ verschiedener Spezies an Prionproteinaggregate 
einer bestimmten Spezies untersuchbar, was eine Abschatzung der jeweili- 
gen Speziesbariere fur eine KrankheitsQbertragung ermogitcht. 

b) Andere (neuro-)degenerative Krankheiten mit Bildung pathologischer Ag- 
gregate wie insbesondere der Morbus Alzheimer sInd analog untersuchbar. 
Auch hier werden Subtypen pathologischer Aggregate mit potentiell unter- 
schiedlicher diagnostischer, prognosttscher und therapeutischer Bedeutung 
erkennbar. Es sei hier insbesondere die Analyse von Aggregaten genannt, 
die ais mindestens eine Komponente Prionprotein, APP, Tau, Synuciein Oder 
Proteine mit einer Polyglutaminsequenz wIe z.B. Huntingtin, oder Fragmente 
Oder Derivate (z.B. phosphorylierte Oder glykosyllerte Derivate) dieser Pro- 
teine enthalten. 

c) Andere subzellulare Partikel werden analog untersuchbar, bis hin zur pha- 
notypischen Analyse viraler Partikel. 

Die Anlagerung mehrerer Sonden an eIn pathologisches Aggregat lasst sich 
zum Nachweis einzelner Aggregate, oder allgemelner Zielmolekule In Losung 
nutzen. Die Entwicklung dieses Prinzips zu einem hochempfindlichen Detekti- 
onsverfahren und dessen beispielhafte Anwendung in der Liquordiagnostik der 
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Creutzfeldt- Jakob Erkrankung (CJD) und von Morbus Alzheimer sind im Fol- 
genden ausfuhrlich dargestellt. 

Theoretische Grundlagen 

Korrelationsanalyse mehrerer Komponenten 

Liegen in einer Losung mehrere fluoreszente Komponenten / nebeneinander 
vor, so gehen diese anteilig in die Korrelationsfunktlon ein [15]. Fur den Fall, 
dass die Komponenten der Losung eine unterschiedliche QuantenefRzienz der 
Fluoreszenz besitzen, also verschieden "hell" leuchten, sollte die unterschiedli- 
che Detektionswahrscheinllchkeit der Molekule berucksichtigt werden. Man 
definiert daher eine relative Quantenausbeute ai = Q/Qi. Die Korrelationsfunk- 
tlon lautet dann [27]: 



und Q ais Konzentratlon der Komponente /. Es 1st zu beachten, dass stark 
fluoreszierende Molekule durch den quadratlschen Einfluss von ocj in der Korre- 
lationsfunktlon gegenuber ihrem Antell an der Konzentration uberreprasentiert 
sind. Die effektive Leuchtkraft eines Molekuis, das viele Fluorophore tragt, ist 
sehr viel hoher als die von Molekulen, die nur ein Fiuorophor tragen. Im Falle 
der Aggregation kann daher der Durchtritt eines einzelnen hochmarkierten 
Aggregats durch den Fokus die Korrelatlonskurve vollig dominieren. 

Zv\feifarben-Kreuzkorrelationsanalyse 

Bei der Analyse eines Autokorrelationssignals stellt sich oft das Problem der 
Uberlagerung vieler dynamischer Prozesse, z.B. durch verschiedene diffundie- 
rende Molekulspezies. Unterscheiden sich die Molekule nicht wesentlich in ihrer 



G{r) ^ ^±x,a\difU 



(1) 



mit 
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GroBe Oder liegen mehr als zwei Komponenten In Losung vor, konnen die Sig- 
nalanteile der einzelnen Komponenten nicht mehr sicher bestimmt werden 



EIne Losung dieses Problems bietet die In [3] entwickelte und von Petra 
Schwille sowohl theoretisch als auch experimentell ausgearbeitete Technik der 
Zweifarben-Kreuzkorrelationsanalyse. Die Technik 1st In [23] und [24] aus- 
fuhriich beschrieben. In der Messung wird die Fluktuatlon im Signal zweler 
Fluoropliore untersucht, deren Emisslonsspektren moglichst wenig uberlappen. 
Werden zwei Molekulspezies mit diesen Farbstoffen markiert, so kann die In- 
teraktion der markierten Molekule durch Kreuzkorrelation der Fluktuatlon bei- 
der Fluoreszenzslgnale verfolgt werden. Ebenso konnen gleichartige Molekule 
mit verschiedenen Markem versehen werden, um Ihre Wechselwlrkung mrtein- 
ander oder mit einem dritten Partner zu charakterisieren. Wenn die Molekul- 
spezies / und j aneinander oder an einen gemeinsamen Interaktionspartner 
binden, entsteht eine Molekulspezies //, die beide Fluorophore tragt, Allein 
diese Komponente geht In das Kreuzkorrelationssignal ein. Sie wurde als Re- 
ferenz bei der Detektion pathologischer Aggregate verwendet. Das Fluores- 
zenzsignal Fi(t) wird mit Fj (t -k- x) im selben Messvolumen vergllchen. Fur das 
normierte Kreuzkorrelationssignal (x) gilt dann: 

Fur eine Farbe / ergibt sich analog Gl. 7 die Fluktuatlon des Fluoreszenzsignals 
aus der Summe der Fluktuationen aller Molekule, die das Fluorophor / tragen. 
Besitzen die Molekulspezies rii unterschiedliche relative Helligkeiten, sollte 

wiederum die Emissionscharakterlstik Wn(r) bezuglich der jeweiligen Anre- 
gungsfarbe berucksichtlgt werden: 



[25]. 




(3) 
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Im Fall eines Aggregationsprozesses enthalt das System viele verschiedene 
Molekulspezies, die eine unterschiedliche Anzahl an Fluorophoren tragen und 
deren Quantenausbeute durch die unterschiedliche molekulare Umgebung 
wiederum in verschtedenem MaBe verringert werden kann, Der Fluktuations- 
term kann durch die Vielzahl verschiedener Ennisslonscharakteristika W(r) 
sehr komplex werden. Nimmt man Im Falle kleiner Aggregate an, dass der 
Aggregationsprozess die Emission der Farbstoffe nfcht wesentlich andert, so 
bleibt der Nenner von Gl. 2 konstant und man erhalt: 

const i^N,^y{Njj,} 

wobei diff analog GL 1 definlert 1st. N„n 1st die Anzahl der Aggregate, die m 
Monomere der Spezies / und n Monomere der Spezles J enthalten, sowie N/^o 
und Nj^o die Anzahl freler Monomere / und J Im Messvolumen zu Beginn des 
Experiments. Auch dieser Ausdruck ist im Falle heterogener Aggregate noch zu 
komplex, um eine quantitative Auswertung zu eriauben. 

Im Falle einer einfachen Dimerlsierung, die bei niedrigen Konzentratlonen der 
initiate Schritt jedes Aggregationsprozesses sein sollte, reduzlert sich der Aus- 
druck fur Gtf auf eine einzelne Diffuslonskomponente mit der Zertkonstante tij; 

Gijir) = constiNij)diffii (5) 

Zwischen der Inversen Korrelationsamplitude G(t)'^ und x erhalt man damit 
einen linearen Zusammenhang: 

G(t)''^ — .t^N (6) 



Anhand der Gleichungen 4 und 5 sind unmittelbar mehrere Merkmale der 
Kreuzkorrelatlonsfunktion ersichtlich, die sie zur Untersuchung von Bindungs- 
prozessen attraktiv machen: 
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1. Allein die DIffusionskomponente der doppelt markierten Molekule steht im 
Nenner von Gy. Auch in Mischungen mit Monomeren und Homo- 
Multimeren kann sle isoliert charakterisiert werden. 

2. Unter der Voraussetzung, dass sich die Gesamtfluoreszenz rm Laufe der 
Reaktion nicht andert, ist die Amplitude G(0) unmitteibar proportional zur 
Konzentration der doppelt markierten Molekule. Die Kinetik eines Bin- 
dungsprozesses Oder Spaltungsprozesses kann damit auf einfache Weise 
verfolgt werden [24], [6]. 

3. Da der Ubergang zweier Fluoreszenzphotonen in den Triplettzustand auch 
dann vonelnander unabhangig ist, wenn diese an das selbe Molekul ge- 
bunden sind, enthalt das Kreuzkorrelationssignal keinen Triplettanteil 
[24]. Dies ermoglicht eine Anpassung der Messwerte mit einer geringeren 
Zahl freier Parameter und damit eine gute Anpassung auch im Falle eInes 
schlechteren Signal/Rausch-Verhaltnisses. 

Intensitatsverteilung des Fluoreszenzsignals 

EIn weiterer Parameter, der neben der Diffusionszeit zur Charakterlsierung 
eines MolekCils genutzt werden kann, ist die speziflsche Helligkeit des Molekuls. 
Eine Analyse der Fiuoreszenzintensltat auf der Basis hoherer Moden der Kor- 
relationsfunktion wurde 1990 von QIan vorgenommen [18]. EIn gutes experi- 
mentelles MaB der spezlfischen Helligkeit Ist die Zahlrate der Fluoreszenzpho- 
tonen je Molekul (cpms). Bel konstanter Anregung ist diese GroBe proportional 
zum Produkt Q von Fluoreszenzquantenausbeute und Absorptionsquerschnitt 
des Molekuls [5]. Sie ist damit charakteristisch fur das Molekul. Im Falle eines 
Aggregationsprozesses Oder auch der Detektion von Aggregaten, die bereits in 
der Losung vorliegen, erzeugt die Bindung vieler Monomere mit identischen 
Fluorophoren die groSere Helligkeit des Aggregates. Lasst man Quenching- 
und Verdeckungseffekte, die die Quantenausbeute der Fluorophore im Aggre- 
gat emiedrigen konnen, auBer Acht, ware die relative Helligkeit damit propor- 
tional zur Zahl der gebundenen Fluorophore. In der Praxis eriaubt diese Uber- 
legung jedoch nur eine sehr grobe Abschatzung der Zahl der gebundenen 
Fluorophore. 
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Die Intensitatsverteilung der Fluoreszenzphotonen lieBe sich bei bekannter 

Detektionsfunktion W(r) des Molekuls berechnen. Sle 1st nach Gleichung 7 
gegeben durch 

W{f)=^I^{r)CEF{T)Q (7) 

mit Ia(r) als Anregungsprofil und CEF(r) ats EInsammelfunktion des optischen 
Aufbaus. Fur die analytische Losung der Korrelationsfunktlon wurde W(r) durch 
ein dreidlmenslonales Gau8profil angenahert [21]. Die Intensitatsverteilung 
der Fluoreszenzphotonen zeigt jedoch merkliche Abweichungen von dieser 

Naherung [5], Setzt man eine bekannte Detektionsfunktion W(r) voraus, lasst 
sich die Verteilung der Fluoreszenzphotonen in einem infinitesimalen Volumen 
dVi mit konstanter Detektionsfunktion Wi berechnen. Sie ist das Produkt zweier 
Poissonverteilungen, und zwar der Verteilung der Anzahl N der Molekule Im 
Volumen dVi und der Verteilung der Zahl der Photonen n, die von einem Mole- 
kul im Volumen dVi detektiert werden [5]. 

Pi{n) = f: Ni^o-^^> . igl^c-W (8) 

mil {N) = SCdVi und (n) = QWiT 

wobei C die Konzentration der l^oiekuie und T die Binweite, d.h. die Lange der 
Zeitintervalle ist, in denen die Photonen summiert werden. Dieser Ansatz 
macht zwei Annahmen: 

1. Die l^olekule sind statisch, daher muss T « xp sein. 

2. Die Detektionsfunktion eines Molekuls Ist das Produkt einer aligemeinen 
Detektionsfunktion W(r) und einer molekulspezifischen Konstante Q. Bei 
der Aggregatdetektion ist die erste Annahme nur fur den Fall der stationa- 
ren Messung erfiillt. Ansonsten wurde eine langere BInweite gewahit, um 
das Verhaltnis zwischen Aggregatsignal und Sondenhintergrund zu maxi- 
mieren. Die zweite Annahme ist im Falle einzelner Chromophore nur bedingt 
erfiillt, da der Ubergang in den strahlungslosen Triplettzustand die Quanten- 
ausbeute verrlngert. Dieser Obergang Ist abhangig von der Anregungslnten- 
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sitat und damit vom Anregungsprofil. Diese Elnschrankung kann jedoch bei 
multichromophoren Molekulen vemachiassigt werden. 

Wenn keine genaue Charakterisierung der Intensitatsverteilung gefordert ist, 
sondern lediglich eine sehr intenslv fluoreszierende Komponente uber einen 
Schwelienwert abgetrennt werden soil, lasst sich die Verteilung der detektier- 
ten Photonen / Bin n empirisch durch eine "schiefe" Normalverteilung anpas- 
sen, Als Anpassungsmodell kann dabei eine Log-Normaiverteiiung dienen. 



P(n) = 



1 



(9) 



Dabei gibt v den Erwartungswert und a, die Standardabweichung der Vertei- 
lung an. 

Materialien 

Die Bezugsquellen der verwendeten Chemikalien, Clironnatographiennaterialien 
und Proteinen sind Im Folgenden aufgefuhrt. Alle verwendeten Chemikalien 
besaGen die hochste erhaltliche Reinheit. 



Firma 


Material 


Calbiochem, Nottingham (UK) 


NP-40 Detergent 10% 


MoBiTec, Gottingen 


MikospinsSulen 


Pharmacia, Freiburg 


Sephadex G 75 




Sephadex G 15 


Sigma, St. Louis, MO (USA) 


Dulbecco's PBS 




SDS 




Tween20 


VltroCom Inc., Mountain Lakes, NJ 
(USA) 


Glaskapillaren (50 x 2.6 x 0.2 mm) 


Wiederhoidt & Hutter 


Deutscher Wappenlack 
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Firma 


Material 


Fiuoreszenzfarbstoffe 


Amersham, Arlington Heights, IL, 

(USA) 


Cy5 Labeling Kit 


Molecular Probes, Eugene, OR (USA) 


Alexa Fluor 488 Labeling Kit 
FluoSpheres (505/515) 
Oregon Green 488 Labeling Kit 


Proteine 


Bachem AG 


Amyloid B-Protein (1-42) 


Sigman, St. Louis, MO (USA) 


Proteinase K 

bovines Serum-Albumin (BSA) 



Puffer und Stammldsungen 



Die folgende Liste enthalt alie verwendeten Puffer und Stammlosungen, die 
mit deminerallsiertem Wasser angesetzt worden sind, sowie Ihre AbkCirzungen, 
Pufferlosungen wurden vor Verwendung durch einen Membranfliter (0.22 pm, 

Millipore) sterilfiltriert. 



AbkQrzung 


Zusammensetzung 


AP 


SDS 




3% (w/v) 




TrIs-HCI 


pH 6.8 


60 mM 


AS 


NaCI 




lOOmM 




KAc/HAc 


pH 5.0 


10 mM 


B-Puffer 


Na2HP04/NaH2P04 


pH 7.0 


20 mM 


ErPuffer 


Glycin-Ha 


pH 2.7 


100 mM 


N-Puffer 


Tris-HCI 


pH 7.0 


1 M 


NaPi 


Na2HP04/NaH2P04 


pH 7.2 


10 mM 
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NaP2 


Na2HP04 


pH 8.4 




0.5 M 








NaC 


NajCOa 


pH 9.2 


1 M 


Lyse-Puffer 


NaCI 




lOOmM 




EDTA 




10 mM 




NP-40 




0.5% (v/v) 




Na- Desoxycholat 




0.5% (w/v) 




Tris-HCI 


pH 7.4 


10 mM 


PBS 


NaCI 




lOOmM 




Na2HP04/NaH2P04 


pH 7.2 


10 mM 


PBSN 


NaCI 




lOOmM 




Na2HP04/NaH2P04 


pH 7.2 


10 mM 




NP-40 




0.1% (w/v) 


PBSS 


NaCI 




lOOmM 




Na2HP04/NaH2P04 


pH 7.2 


10 mM 




SDS 




0.2% (w/v) 


RIPA 


NaCI 




OOmM 




EDTA 




1 mm 




NP-40 




1% (v/v) 




Na-Desoxycholat 




0.5% (w/v) 




TrIs-HCI 


pH 7.4 


10 mM 



Prionprotein 



rPrP Als Modellsystem zur Untersuchung der Aggregation des Prionproteins 
wurde vomehmlich ein in E. coli erzeugtes rekombinantes Prionprotein ver- 
wendet, das homolog zu den Aminosauren 90-231 des Prionproteins des syri- 
sclien Hamsters war. Es entsprach damit dem proteaseresistenten Kern des 
patliologischen PrPII, war anders als das natiiriiclie Protein jedoch nicht glyl<o- 
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syliert und besaB keinen Membrananker. Ansonsten entsprach seine Struktur 
den Aminosauren 90-231. Das Protein wurde in einem STII TIR Vektor im E. 
colL Stamm 27C7 exprimiert wie von Mehlhorn beschrieben [13]. Das Protein 
lag als Stannmlosung einer Konzentration von 1 nng/ml in PBS + 0.2% SDS 
(w/v) vor. 

Prion Rods Die Preparation des aggreglerten PrP (27-30) aus syrlschen 
Hamstern, den sogenannten prion rods, 1st in [17] beschrieben. Das Protein 
lag sonifiziert in einer Konzentration von 30 pg/ml in NaPi + 0.2% SDS (w/v) 
vor. 

Humanes PrP^^ Die unterschiedliclien Subtypen der Creutzfeldt Jakob Erkran- 
kung sind anfiand dieses Materials durch Parch! et al. (1997) durch konventio- 
nelle Methoden anhand der Straintypen (1/2) und des Polynnorphismus am 
Codon 129 des humanen Prionprotelns differenziert worden. Dasseibe Material 
wurde zur direkten Differenzlerung der PrP^ Typen I und II durch SIFT Mes- 
sung verwendet. 

Antikdrper 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene spezifische Antikorper gegen 
Epitope des Prionprotelns und des AB (1"42)-Peptlds verwendet. Sie sind im 
Folgenden aufgefuhrt. 

Der Antikdrper Pri917 ist gegen die Aminosauren (214-230) des menschiichen 
PrP gerichtet. 

Der Antikorper 3F4 ist gegen die AS (109-112) des Hamster-PrP gerichtet und 
besltzt eine etwas schwachere Affinitat zu humanem PrP Er wurde gemaB [7] 
hergestellt. 

Der Antikdrper 15B3 erkennt spezlflsch die aggregierte PrP^ Isoform. Er wur- 
de von der Rrma Prionics (Schwelz) hergestellt. 

Der Antikorper 12F10, ist gegen AS (142-160) des humanen PrP gerichtet 
(Krasemann [8]). Er wurde uber die Firma IBA, Heiligenstadt bezogen. 
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Der A/3-spezifische Antikorper 6E10 ist gegen den N-Terminus der A/3-Peptlde 
(1-17) gerichtet. 

Im Folgenden sind verwendete Antikorper aufgefiihrt: 



Bezeichnung 


Antigen 


Herstelier 


MAMI (IgM) 


fl- Amy loid( 1-40) 


BMA Biomedicals, Augst (CH) 


Anti-IL8 (IgGI) 


humanes IL-8 


Sigma Biosciences, St. Louis, MO (USA) 


Anti-A40 (Se rum) 


fl-Amyloid 1-40 


Sigma Biosciences, St. Louis, MO (USA) 


pAB42 (polyklonaler AK) 


fl-Amyloid 1-42 


Oncogene Cambridge MA (USA) 



Liquorproben 



Fur die diagnostsche Untersuchung wurde Spinalliquor von Patienten verwen- 
det [30,31], Die Entnahme im Rahmen der Studie erfolgte unter Zustlmmung 
der Patienten. 

Fiir die CJD DIagnostik wurde Spinalliquor von 37 Patienten verwendet, die an 
neurodegenerativen Erkrankungen lltten. Darunter befanden sich 11 neuropa- 
thologisch gesicherte Falle, sowie 13 Falle, deren Diagnose nach epldemlologl- 
schen Kriterlen [28] als wahrscheinllch gait. 

Zur Alzheimer Diagnostik wurde Spinalliquor von 6 Patienten, deren Diagnose 
der Alzheimer Demenz anhand blochemischer (Konzentration AB 42 / 40 / 38), 
neurologischer sowie psychologischer Kriterien gesichert war, sowie von 12 
Kontrollpatienten verwendet. Die Liquorproben wurden im Rahmen der neuro- 
loglschen Routinedlagnostik gewonnen. Die Proben der kllnlschen Studlen sInd 
hinslchtllch ihrer Vorbehandlung nlcht standardislert. Sle wurden nach der 
Abnahme bel -70®C gelagert und fur biochemische Untersuchungen mehrmals 
aufgetaut. 

Spinalliquor von 5 AD Patienten sowie 4 Kontrollpatienten wurde eigens fur die 
liquordlagnostische Anwendung gewonnen. 

Messaufbau der FCS 



wo 01/23894 




PCT/EPOO/09468 



Als Basis fiir die Aggregationsmessungen diente ein Zweifarben- 
Kreuzkorrelations-FCS-Aufbau. Theoretisches Konzept und praktischer Aufbau 
sind von Schwille in [23] ausfuhriich beschrieben. Auf Grundlage dieses Auf- 
baus wurde ein Prototyp entwickelt, an dem die Aggregationsmessungen 
durchgefuhrt wurden. Fiir die SIFT-Messungen wurde der Aufbau urn eine 
Ansteuerung zum Scannen der Probe und urn eine Messkarte zur Intensitats- 
analyse erweitert. 

Der r^essaufbau 1st in Figur 3 schematiscli dargestellt. Der Strahl eines Ar- 
lonen Lasers (488 nm) und eines He-Ne Lasers (633 nm) werden uber eine 
single-mode Glasfaser, eine Aufweitungsoptik und einen doppelten Dicliroiten 
parallel in den Strahlengang eingekoppelt und durch ein Mikroskopobjektiv 
(x40 bzw. x63) in der Messlosung fokussiert. Die Brennpunkte beider Strahlen 
bilden das offene l^essvolumen der FCS. Die Apertur des Objektives wird voll- 
standig ausgeleuchtet, so dass fur den blauen Fokus ein Radius von 0.25 pm 
(x40) bzw. 0.19 pm (x63) resultiert. Die Figur der Foci ist nicht vollig ideal, der 
Radius des roten Brennpunktes ist um ca. 20% groBer ais der des grunen 
Fokus, die l^ittelpunkte beider Foci weichen um ca. 50 nm voneinander ab. Der 
grune Fokus liegt damit jedoch noch vollstandig innerlialb des roten. 

Das Fluoreszenzliciit wird uber das Mikroskopobjektiv gesammeit und konfokai 
auf einem Pinhole abgebildet. Das Pinhole kann in Durchmesser, und in x-y-z- 
Achsen durch Schrittmotoren gesteuert werden. Das parallelisierte Fluores- 
zenzlicht wird uber eine Dichroit/Filterkombination In rote und grune Emmision 
gespalten und auf zwei AvalanchePhotodioden (APD) fokussiert. Die APD besit- 
zen eine Detektionseffizienz von ca. 70% und erzeugen fur jedes detektlerte 
Photon einen TTL-Puls. Das TTL-Signal wird liber eine Verstarkerweiche gleich- 
zeitig an eine i-lardwarekorrelatorkarte (ALV-5000, ALV, Langen) zur Korrelati- 
onsanaiyse und an eine Multichannel-Scaler-Timer (f^CS) Karte (I^CD-2, FAST 
GmbH, Unterhaching bzw. C. Zeiss, Jena) zur Intensitatsanaiyse des Signals 
weitergeleitet. 

Bei den Messungen kamen zwei Objektiv/Pinhole Kombinatlonen zum Einsatz: 



• 
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• Objektiv x40 / 1.2 N.A, (Zeiss) und 50 pm Pinhole 

• Objektiv x63 / 1.2 N.A. (Olympus) und 30 jjm Pinhole. 

Wo nicht anders angegeben betrug die Leistung der Anregungslaser 57 pW 
(488 nnn) bzw. 53 pW (633 nm). 

Scanning 

Zum Scannen der Probe wurde die Messlosung In eine Glaskapillare von 50 
mm Lange, 0.18 mm Wandstarke und einem Innenquerschnitt von 2.6 x 0.2 
mm gefullt. Das Probenvolumen betrug dabei 20 pi. Die Enden der Messkapil- 
lare wurde durch einen Lack auf Kollophoniumbasis auf einem Objektglastrager 
befestigt und dabei gleichzeitig versiegelt. 

Das Scannen der Messlosung wurde durch Ansteuerung des Posltioniertisches 
des FCS-Messaufbaus (Marzhauser, Wetzlar) uber eine Makrosprache 
(WinBatch, Wilson Window Ware, Seattle WA, USA) realisiert. Innerhalb des 
Confocor Steuerprograms (C. Zeiss, Jena) wurde ein Feld von 2 x 20 Punkten 
definiert, deren Abstand entlang der Kapillarrichtung 20 mm und 10 pm quer 
zur Kapillare betrug. Die Punkte diese Feldes wurden so angesteuert, dass die 
Kapillare relativ zum Mikroskopobjektiv maanderformig mit einer Geschwindig- 
keit von 1 mm/s bewegt wurde. 

Intensitatsanalyse 

Sowohl Aufriahme der Spur der Fluoreszenzlntensitat als auch die Intensitats- 
analyse erfolgten auf einem separaten Messrechner durch eine MCS-Karte (C. 
Zeiss, Jena). Histogramme der Fluoreszenzlntensitat wurden mit der Software 
Origin 6 (Microcal, Northampton, MA, USA) erstellt. Ein Programm zur auto- 
matisierten Erstellung von Intensitatshistogrammen wurde erstellt und uns 
zusammen mit einer Messkarte freundlicherweise durch die Fa. Zeiss zur Ver- 
fugung gestellt. Die Auswertung sowie die grafische Darstellung der Intensi- 
tatshistogramme erfolgte uber Perl-Routinen. 

Markierung des Prionproteins 
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Um den Einfluss des Fluorophors zu minimieren wurden bei alien Markierungs- 
ansatzen Bedingungen gewahit, die zu einer unvollstandigen Markierung des 
Proteins ftihrten, so dass maximal ein Farbstoffmolekiil an ein Proteinmolekul 
gekoppelt wurde. 

Zur Markierung des PrP mit den Fluoreszenzfarbstoffen CyanlnS (Cy5), bzw. 
Oregon Green488 oder Alexa488 wurde ein aminoreaktiver Succinlmidylester 
des Farbstoffes an eine primare Aminogruppe eines Lysins des Proteins gekop- 
pelt. Ein Aliquot des Farbstoffes (ca. 100 |jg) wurden In 50 pi DMSO gelost. 
Jewells 3 pi des Farbstoffs wurden zu 100 (jI rPrP (90-231) (100 pg/ml) In 
NaP2 zugegeben und In der Dunkeiheit 1 h bei RT geruhrt. MIkrosplnsaulen 
(Mobltec) mit Sephadex G-75 (Pharmacia) wurden mit 3 * 350 pi PBSS aqui- 
libriert (Zentrifugatlon 1 min, 750 g). Nach der Reaktion wurde das Produkt 
von uberschiissigem Farbstoff uber zwel MIkrosplnsaulen getrennt 
(Zentrifugatlon 3 min, 750 g). 

Der Ante!! marklerter Molekule betrug fur PrP-Oregon Green 4% und fiir PrP- 
Cy5 14% unter Annahme eines Fluorophors/Protelnmoiekul. 

Markierung der Antikdrper 

MIkrosplnsaulen (Mobltec) mit Sephadex G-15 (Pharmacia) wurden mit 3 * 
350 Gel PBSN aqulllbriert (Zentrlfugieren 1 min, 750 g). 5-20 pi Antlkorper (c 
= 0.1-1 mg/ml) wurden mit PBSN auf 30 pi aufgefullt und uber die Splnsaule 
in PBSN Puffer uberfuhrt (Zentrifugation 3 min, 750 g). Nach Zugabe von 3 pi 
NaC und 1.5 pi Cy5 bzw. 3 pi Oregon Green oder Alexa488 (2 pg/pl In DMSO) 
wurde u.N. bei 4^C stehengelassen. Die marklerten Antikdrper wurden uber 
eIne MIkrospinsaule mit Sephadex G-75 (Pharmacia) gereinlgt (3 min, 750 g), 
die mit PBSN aqulllbriert war. Nach emeuter Elution mit 30 pi PBSN wurde eine 
zweite Fraktlon markierter Antlkorper erhalten. Konzentration des Antikorpers 
und Antell an freiem Farbstoff (^ 5%) wurden durch Autokorrelationsmessung 
In der FCS bestlmmt. 

Bestimmung des Markierungsverhaltnisses 
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Die Protein konzentration wurde durch Absorptionsmessung bei 280 nm und 
elner Schichtdlcke von 1 cm in ernem Spektralphotometer (Lambda 17, Parkin 
Elmer) bestimmt. Anhand des Absorptionsspektrums des freien Farbstoffes 
wurde zur Korrektur der Konzentration des markierten Proteins das Absorpti- 
onsverhaitnls a = ^28o/EF''28o des Farbstoffs bestimmt (Alexa488, Oregon 
Green: ^^ax = 495 nm, Cy5: £^«x = 650 nm). Die Konzentration des mar- 
kierten Proteins Cp berechnet sich nach: 

CP = E28o(l - aEmax) ' /(gll) i 1/m [M] (10) 

mit m ais Molmasse des Proteins (g/moi). Die Konzentration des Fluorophors 
CF berechnet sich anhand des Extinktionskoeffizienten des Farbstoffs s; Cf = 

E'^max • s(songon = 7.0 . lO^AT' eAiexa488 = 7.1 • lO'*/^^ C/TT^ £tys = 2.5 l(f 

Af^ cm"';. Das Verhaltnis von Cf/Cp bezelchnet die mittlere Zahl der Ruorophore 
pro Proteinmoiekul. 

Konzentrationsbestimmung durch FCS-Messung 

Die Endkonzentratlon der fluoreszenzmarkierten Sonden, sowie der Antell an 
frelem Farbstoff wurde durch Autokorrelationsmessungen bestimmt. Der 
Strukturparameter Zo/cao/ sowIe die DIffuslonszelt des freien Farbstoffe wurde 
anhand von Autokorrelationsmessungen von Alexa488- und Cy5- 
FarbstofFldsungen bestimmt. Das efFektlve Detektionsvolumen V « 1.3 x 
4/37kbVo wurde anhand der Messung elner Rhodamin Green Losung (D^g = 
2.8 • lO'^Ws"*; iiber ©o = (ADtd)''^ berechnet. Die GroBe des Messvolumens 
betrug fiir das x40 Objektiv 0.4 fl (<do = 0.25 Mm, xp = 55 \js) und fur das x63 
Objektiv 0.2 fl (wo = 0.19 iim, xd = 32 [is). 

SIFT-Messungen 

Fiir das "Scannen intenslv fluoreszierender Targetmolekule" (SIFT), d.h. fur 
die Messung am diagnostischen Modellsystem von C3D und AD wurden prion 
rods bzw. AB-Aggregate in der angegebenen Konzentration in Liquor bzw. 
Puffer in einem silanisierten ProbengefaB (G. Kisker, Muhlhausen) auf ein Vo- 
lumen von 18 \i\ verdunnt. 2 pi elner Mischung fluoreszenzmarkierter Sonden 
In PBSN wurde zugegeben, so dass die Endkonzentratlon der Sonden 6 nM 
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(Antlkorper) bzw. 10 nM (PrP) betrug. Fiir die Messung der Liquorproben von 
AD und CJD Patienten wurde 2 \i\ Sondenmix direkt zu 18 pi Liquor zugegeben. 
Eine Messkapillare wurde kontaminatlonsfrei mit der Probe befulit und an- 
schlieBend versiegelt. Die l^essung erfolgte fiir 300 s bzw. 600 s be! 22*»C mit 
einer Scangescinwindigkeit von 1 mm/s. Kontaminlertes l^aterial wurde durch 
Autoklavieren (2 h, 140*»C) Oder Behandlung mit 2 NaOH (min. 2 h) dekon- 
taminiert. 

AB-Aggregate 

AB Peptid (1-42) wurden in iyopiiylisierter Form von der Rrma Bachem Fein- 
cinemikalien (Heidelberg) bezogen. Zur Erzeugung von voraggregiertem AB (1- 
42) wurde das Peptid In DMSO gelost (c = 5 mg//ml), auf eIne Konzentration 
von 10 |jl^ In AS-Puffer verdiinnt, und 2 H be! 22'»C inkubiert. Aliquots des 
Aggregationszusatzes wurden In PBSN auf die angegebene Konzentration ver- 
dOnnt. 

Fur die Adsorptlonsmessung wurde aggregiertes AB (1-42) zunSchst auf 10 pM 
In PBS verdQnnt. Aliquots wurden In den untersuchten Medien 1:10 verdOnnt, 
mit Antikorpermix versetzt (6E10-Cy5, pAB42-Alexa488, c = 6 nM), In die 
l^esskapillare geftillt und versiegelt. Messung und Lagerung erfolgte bel 22°C 
im SIFT-Aufbau (Messzeit 300s, BInnwelte 500 ps, Schwelle 8 .Imax). 

Aufreinigung von AntikSrpern 

Antlkorper 12F10 wurde uber Protein G Affinltatschromatographle (MAbTrap G 
II, Pharmacia) aus serumfreiem Zellkulturuberstand aufgereinigt. Die Saule 
wurde mit 5ml bidest. H2O gespiilt und mit 3 ml B-Puffer equllibirert. 15 ml 
Kuituriiberstand wurden mit 15 ml B-Puffer versetzt und mittels einer sterilen 
Kunststoffspritze durch einen Membranfllter (0.45 pm, Mlllipore) auf die Saule 
aufgetragen. Die Saule wurde mit 3 ml B-Puffer gespult, bis die Absorption 
(E28onm) des Durchlaufs auf den Wert des Puffers abgesunken war. Es wurde 
mit 4 ml E-Puffer eluiert. Das Eluat wurde in 10 Fraktionen aufgefangen. In 
denen Jewells 20 pl N-Puffer vorgelegt waren. Der Antlkorper wurde in Fraktl- 
on 3 (400 jjl) eluiert. Durch Absorptionsmessung wurde die Konzentration auf 
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350 mg/mf bestimmt. Es wurden 0.1% (v/v) NP-40 und 0.005% NaNa zugege- 
ben und das Produkt bei -20*»C gelagert. 

Western Blot 

Zur Konzentrationsbestimmung durch Western blot wurden prion rods In Li- 
quor von Patlenten ohne Anzeichen neurodegenerativer Erkrankungen ver- 
dunnt. Scrapie-infizlertes Hamsterhirn (Stamm 263 K) wurde mit 9 Tellen 
Lyse-Puffer homogenislert und 30 min bel 37*»C mit Proteinase K (100 [ig/m\) 
inkubiert. Der Verdau wurde durch Zugabe von 5 mM PMSF und Aufkochen in 
Auftragpuffer gestoppt. 10 pi wurden auf einem 12.5% SDS-Polyacrylamid- 
Elektrophoresegel getrennt. Nach Transfer auf eine Nitrocellulosemembran 
(0.45 pm, Blo-Rad, CA) wurde das PrP durch Inkubation mit 3F4 als Prlmar- 
Antikdrper und an alkalische Phosphatase gekoppeltem Zlege-anti-Maus Se- 
kundar-Antikorper detektiert. Die Phosphataseaktivit3t wurde durch das CDP- 
Star ChemiiunninlszenzSystem (Troplx Inc., Bedford MA) auf Hyperfllm ECL 
(Amersham, IL) sichtbar gemacht wie von den Herstellem angegeben. Der 
Nadiweis von rPrP erfolgte analog, jedoch ohne PK-Verdau. Wo erforderilch, 
wurde das PA-Gel anschlleBend mit Coomassie Btau angef^rbt (30 min, RT). 

Entwicklung eines liquordiagnostischen Verfahrens fur CJD und Mor- 
bus Alzheimer 

Die Aggregation unter Umwandlung der SekundSrstruktur In eine starker hyd- 
rophobe Konformatlon 1st ein grundlegendes Charakteristlkum des Prionpro- 
telns. Wie auch Im Fall der Aizhelmerschen Erkrankung, die zur Blldung pa- 
thologlscher Aggregate der Afi-Peptlde fuhrt, kann der Nachweis aggreglerten 
Proteins die Basis eines diagnostlschen Tests bllden. Zu diesem Zweck 1st es 
wunschenswert einzelne pathologlsche Aggregate nachzuwelsen. 

Aniagerung an Aggregationskeime 

Durch Zugabe von monomeren fluoreszenzmarkiertem PrP zu einer L5sung 
von multimeren Aggregaten kann der Aniagerungsprozess der Monomere 
sichtbar gemacht werden. Auch im Laufe der cfe-novo-Aggregation traten zu- 
nehmend Fluoreszenzpeaks auf, die einzelnen multimeren Aggregaten des 
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Prionproteins mit einer groBen Zahl von gebundenen FarbstofFen zuzuordnen 
waren. Der Durchtritt solcher Aggregate durch das Fokalvolumen erzeugt el- 
nen Schauer von Fluoreszenzphotonen, im Folgenden kurz Burst genannt, 
durch den die Aggregate unmittelbar nachgewiesen werden konnen (s. Fig. 4). 

Wahrend die Selbstaggregation des Prionproteins im Konzentrationsbereich, 
der fur die FCS relevant ist, jedoch erst im Zeltraum ^ 30 min zu einer detek- 
tlerbaren Menge an Multlmeren fCihrte, erfolgte die Aniagerung an praexistente 
Aggregate bereits innerhalb der Probenvorbereitungszelt, d.h. innerhalb von 
Minuten, quantitativ. Im welteren Messverlauf blieb die Zahl der detektierten 
Aggregate pro Zelteinheit konstant (Fig. 4 unten). 

Auf der Basis dieser Ergebnisse boten sich folgende Strategien zur Markierung 
aggregierter Zielmolekule an: 

1. Koaggregation homologer fluoreszenter Monomere (PrP oder Afl) 
2- Koaggregation heterologer fluoreszenzmarkierter Monomere 

3. Bindung spezifischer, fluoreszenzmarkierter Antikorper 

4. gemischter Ansatz aus Monomeren und Antikorper-Sonden 

Die Markierung kann sowohl mit einer als auch mit zwei verschiedenen Son- 
denmolekulen erfolgen, die mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen markiert 
sind. Die Marklerungsstrategie bestimmt das Analyseverfahren, mit dem das 
Signal der fluoreszenzmarkierten Aggregate detektiert und quantifiziert werden 
kann. Die Entwicklung eines diagnostischen Systems fur Prionkrankheiten und 
fur Morbus Alzheimer kann dabei von der selben Grundidee, der Aniagerung 
von Sonden an einen Aggregationskeim, ausgehen. Seine Entwicklung ist im 
Folgenden dargestellt. 

Abtrennung des Signals der Aggregate 

Durch die klassische Korrelationsanalyse der Fluktuation des Ruoreszenzsig- 
nals kann die Diffusionsbewegung einzeiner Molekule quantitativ ausgewertet 
werden. Es wird dabei aus einer VIelzahl von Molekuldurchtritten die mittlere 
Fluktuationszelt bestimmt. Wenn wahrend einer Einzelmessung nur wenige 
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Durchtritte von hochmarkierten Aggregaten detektiert warden, hangt die ge- 
messene Durchtrlttszeit nicht nur von der AggregatgroBe, sondem auch ent- 
scheidend vom Weg der einzelnen Partikel durch das Messvolumen ab. Die 
AggregatgroBe kann daher anhand der Durchtrittszelt nur abgeschatzt werden. 

Bei einer Sondenkonzentration von 10 nM liegen die freien Sonden gegenuber 
den Aggregaten 10^ bis 10^ fach im Uberschuss vor. FIgur 5 zeigt den Durch- 
tritt eines einzelnen Aggregates von rekombinantem Prionprotein, das mit 
eIner Sonde in der Autokorrelations-FCS beziehungsweise mit zwei unter- 
schledlich markierten Sonden in der Kreuzkorrelations-FCS detektiert wurde. 
Der Anteil des Aggregats betrug < 10% des Autokorrelationssignais. Durch 
heterologe Detektion mittels einer Kombination von griin nnarklertem rPrP als 
einer und einem aggregatspezifischem PrP Antlkorper (15B3) als anderer Son- 
de konnte das Signal multimerer Aggregate vollstandig von dem Signal mono- 
und oligomerer PrP-Molekule getrennt werden (s. Fig. 5 links). Es wurden 
Durchtrittszeiten der Aggregate von 3-50 ms bestimmt. Die mittlere Diffusi- 
onszeit entspricht einem Molekulargewicht von mehreren MDa. 

Die Intensltat der markierten Zlelmolekule liegt im Mittel 20 bis 50-fach uber 
der Intensitat der freien Sondenmolekule. Dies entspricht demnach der l^in- 
destanzahl von Sondenmoiekulen, die an etn Aggregat gebunden sind. Da der 
Verlauf der Fluoreszenzintensitat der Aggregation auf ein Quenching der Mo- 
nomere im gebundenen Zustand schlieBen lasst, liegt die tatsachllche Zahl der 
gebundenen Sonden zumindest bei der Verwendung von Monomeren vermut- 
iich hdher. Durch die groBe Zahl an gebundenen Fluorophoren iassen sich 
einzelne l^olekuidurchtritte unmittelbar nachweisen. 

Jedoch sind bei einer Konzentration der Aggregate im sub-picomolaren Bereich 
auf diese Weise nur wenige Zielmolekule in einer Probe zu detektieren. Fur ein 
1000-mer in femtomolarer Konzentration ergibt sich bei einem Fokusdurch- 
messer von 0.4 jjm eine Eintrittsfrequenz von 0.5 • 10;V^, was etwa zwei 
Teilchen je Stunde entspricht [3]. Zum limitlerenden Faktor wird somit die 
Zahl der Durchtritte von Aggregaten durch den Messfokus, die wiederum durch 
die langsame Diffusion der Aggregate begrenzt wird. 
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Mit der Fluoreszenzintensitat und der Kreuzkorrelation stehen somit zwei Pa- 
rameter zur Verfugung, mit der einzelne Zielmolekule auch bei einem hohen 
Uberschuss freier Sonden detektlert warden konnen. 

Bei Experimenten zum Nachweis von pathologischen Aggregaten des Pri- 
onprotelns Im Liquor von Creutzfeldt-Jakob Patienten wurde die Zahl der mar- 
kierten Aggregate zunachst direkt aus der Zahl der Signalspitzen in der Inten- 
sftatsspur des Fluoreszenzslgnals bestimmt. Als Sonde wurde hier 
solubllislertes Prionprotein verwendet, das aus dem Hirnmaterial von Scrapie- 
inflzierten Hamstern stammte. Die PrP-Sonde war mit dem Fluorophor Cy2 
marklert. Figur 4 zelgt einen Ausschnltt der Spur des Fluoreszenzsignals einer 
Messung des Liquors elnes Creutzfeldt-Jakob Patienten im Einkanal-FCS- 
Aufbau. 

Das Fluoreszenzsignal wurde durch die Software des FCS Gerats und parallel 
durch eine Mehrkanal-Zahler (MCS)-Karte aufgezeichnet. Zu erkennen sind 
mehrere Fluoreszenzspitzen, die den Durchtritt eines hochmarkierten Makro- 
molekuls durch den Messfokus anzelgen. Zur Detektion demenzspezifischer 
Aggregate des A5-Peptlds im Spinalliquor von Alzheimerpatienten ist eine er- 
folgreiche Anwendung dieses Verfahrens beschrieben [16], Im vorliegenden 
System lieS die geringe Zahl von Ereignlssen und sondeninharente Aggregate 
keine reproduzierbare Unterscheidung der Liquorproben von CJD Patienten und 
Kontrollpatienten mit anderen neurodegenerativen Erkrankungen zu. 

Quantitative Intensitatsanalyse 

Die direkte Zahlung von Peaks im Fluoreszenzsignal eriaubt ohne eine Quanti- 
fizierung eines Schwellwertes der Intensitat nur eine relativ unzuverlassige 
Identifizierung marklerter Zielmolekule. Daher wurde eine einfache Form der 
Intensitatsanalyse entwickelt, die den Anteil an Fluoreszenzsignal hoher Inten- 
sitat in einem Intensitathistogramm darstellt, um so den Anteil des Peaksignals 
quantitativ zu bestimmen. Zu diesem Zweck wird das Signal des Photodetek- 
tors geteilt und die Fluoreszenzphotonen parallel zur Korrelationsanalyse in 
eIner Zahler-Tlmer-Karte in Intervallen glelcher Lange (Bins) aufsummiert. Die 
Zahl der Zeltintervalle mit einer bestimmten Anzahl an de- 



wo 01/23894 



PCT/EPOO/09468 



- 32 - 



tektlerten Fluoreszenzphotonen wird im Laufe der Messung on-line In einem 
Intensitatshistogramm dargestellt. 

Die Intensitatsverteilung der freien Sondenmolekule (Fig. 6 d) 1st durch die 
homogene mlttlere Diffusionszeit der Sondenmolekule und die Zahl an Fluo- 
rophoren wohl definiert. Lagen in der Losung neben freien Sonden auch Zlel- 
molekule vor, die eine groBe Zahl fluoreszenter Sonden gebunden hatten, so 
zeigte das Intensitatshistogramm einen Anteil von Messkanalen mit einer ho- 
hen Zahl detektierter Fluoreszenzphotonen (Fig. 6 b). 

Die Verteilung der Fluoreszenzintensltat entsteht durch die Konvolution der 
Fluktuation der Molekiilzahl mit der Anregungs- und Detektionscharakteristik 
des Messaufbaus, der sogenannten collection efficiency function (CEF) [19]. 
Experimentell lieS sich die Intensitatsverteilung der Antlkorper (3F4-Alexa488) 
gut durch eine Log-Normalverteilung anpassen (Fig. 7 a). 

Die Komponente der markierten Aggregate war aufgrund der heterogenen 
AggregatgroBe weniger gut definiert. Wie Rgur 7 b) zeigt, lleB sie sich durch 
einen einzelnen Verteflungsterm nur unvollkommen beschreiben. Sie konnte 
durch eine Uberlagerung der Verteilungen fur unterschledliche AggregatgroBen 
und Chromophorzahlen quantifiziert werden. Aufgrund des klelnen N der de- 
tektierten Aggregate erschien dies jedoch wenig praktikabel. Das Signal der 
Zielmolekule wurde daher durch Setzen eines Schwellenwertes vojn Signal der 
Sonden abgetrennt und quantifiziert. Durch dieses Verfehren geht ein Teil des 
Signals der Zielmolekule verloren, da es mit der Verteilung der Sondenmole- 
kule uberlappt. Je hoher der Schwellenwert, desto hdher ist naturgemaB der 
Anteil an Zlelmolekulen, deren Signal unterhalb der Schwelle liegt und die 
daher nicht detektiert werden. In der Regel wird zur Abtrennung eines 
Rauschhintergrundes eine Schwelle von 3 a gewahit [1]. Da im vorliegenden 
Fall die Sondenmolekule gegenuber dem Target In einem Oberschuss von bis 
zu 10^ vorlagen und dennoch eine falsch positive Zuordnung des Signals ver- 
mieden werden sollte, wurde ein wesentiich konservativerer Schwellenwert 
gewahit, der typlscherweise bel 12 a fur die Detektion und bei 8 a fur die 
Charakterisierung von Aggregaten lag. 



wo 01/23894 



PCT/EPOO/09468 



- 33 - 



Die Trennung des Signals von Sonden- und Zlelnnolekulen im Intensltats- 
histogrannnn hangt von der zeitlichen Auflosung, d.h. der Binwelte, ab. Fur eine 
maximale Trennung vom Sondenhintergrund sollten die gesamten Photonen 
des Durchtritts eines Zielmolekuls in ein Bin fallen. Dies 1st somlt die minimale 
zeitliche Auflosung der Detektion. 1st die BInweite groBer als die nnittlere Auf- 
enthaltsdauer, so verringert sich das S/N-Verhaltnis durch Mittelung uber den 
Sondenhintergrund, Verteilt sich der Molekiildurchtritt auf zu viele Bins, nrmmt 
die relative Fluktuation des Sondensignals zu und verringert so das Signal- 
Rausch-Verhaltnis. Im Falle diffusionskontrollierter Bewegung betragt die 
Durchtrittszeit etwa das Vierfache der mittleren Diffusionszeit xi>//f. Im Falle 
reinen Flusses ist sie durch das Verhaltnis von Fokusdurchmesser und Flussge- 
schwindigkelt bestimmt. Fur die Messung mit bewegter Probe wurde daher fur 
eine Bewegungsgeschwindigkeit V = 1 mm/s und fur einen Fokalradius ©o = 
0.5 |jm eine Binweite von 0.5 ms gewahit, so dass sich das Signal eines Zieh 
molekuis auf 1-2 Bins verteilt. 

Sensitivitatssteigerung durch Bewegung des Messvolumens 

Wahrend die Intensitatsanalyse eine einfache Separlerung und Quantifizierung 
des Signals der Zieimolekule eriaubt, steigert sie nicht die Zahl der Molekul- 
durchtritte und damit auch nicht die Sensitivitat der Detektion. Sie liefert je- 
doch, ebenso wie die Kreuzkorrelationsanalyse, einen Parameter. zur direkten 
Unterscheidung von gebundenen und ungebundenen Sondenmolekulen, so 
dass die GroBeninformation, die die Diffusionszeit liefert/ nicht langer zur Er- 
kennung der Zieimolekule erforderlich Ist. DIese konnen auch dann erkannt 
werden, wenn die Probe wahrend der Messung relativ zum Messfokus bewegt 
wird. 

Durch "Scannen" der Probe wurde die Diffusionsbewegung der Molekule von 
einer "Flussbewegung" uberlagert. Fur Molekule, deren diffusionsbedingte 
Eintrittsfrequenz in das Volumenelement klein gegenuber ihrer Aufenthalts- 
dauer im Messvolumen ist, kann die Detektionsempfindlichkeit durch Vergro- 
Berung des Messvolumens, d.h. durch "Scannen" der Probe, entscheidend 
erhoht werden. 
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Im Gegensatz zur stationaren Messung, bei der die Messlosung in der Regel 
als Tropfen auf einem Deckglas ruhte, wurde die Probenlosung fur die Messung 
mit bewegtem Voiumenelement in eine gezogene Glaskapillare gefullt, die ein 
Volumen von 20 pi umschloss. Die versiegelte Messkapillare wurde wahrend 
der Messung maanderformig mit einer Geschwindlgkeit von 1 mm/s bewegt 
und damit das Probenvoiumen durchmessen. Die Durchtrittszeit der Aggregate 
durch das Messvoiumen verringerte sich durch das "Scannen" der Probe von 3 
- 50 ms auf - 0.5 ms. Die Durchtrittszeit wurde daher allem durch die Flussge- 
schwindigkeit und durch die Geometrie des Messvolumens bestlmmt. Damit 
wurde auch die Zahl der l^esskanale mit einem Signal hoher Intensitat propor- 
tional zur Zahl der markierten Partlkel, die durch das Messvoiumen traten. 

Durch die geringe Zahl an Ereignissen in der stationaren Messung lieB sich der 
Gewinn an Sensitivitat durch die Probenbewegung nicht direkt am diagnostic 
schen System messen, da in der Regel In der stationaren Probe wenige oder 
kelne Aggregate detektlert wurden, Um die Steigerung der Durchtrfttsfrequenz 
durch das "Scannen" der Probe zu bestlmmen, dienten fluoreszente Polystyrol- 
perlen, sogenannte Beads, mit einem Durchmesser von 0.1 pm als Modell fur 
die Aggregate. Die mrttlere Diffusionszeit der Beads entsprach mit ca. 3 ms 
der unteren Grenze der Diffuslonszeilten, die fur die PrP-Aggregate bestlmmt 
worden waren. In der bewegten Messung (Figur 8) wurden etwa 100-fach 
mehr Ereignisse detektiert als in der stationaren Messung. 

Die Zahl der detektlerten Ereignisse steigt mit der Geschwindlgkeit, mit der 
die Probe bewegt wird. Wenn die diffuslonsbedlngte Bewegung vemachlassigt 
wird, ist die Zahl der detektlerten Ereignisse proportional zum durchmessenen 
Volumen. Bel der Detektion von pathogenen PrP^-Aggregaten erhohte eIne 
Steigerung der Scangeschwindigkeit von 1 mm/s auf 5 mm/s die Zahl der 
Ereignisse und damit die Sensitivitat um den Faktor drei. Die Art der Ansteue* 
rung des Positloniertlsches begrenzte im Routineeinsatz jedoch die Bewegung 
auf 1 mm/s. 

Evaluation des SIFT-Verfahrens mit PrP und Antilcdrpersonden 
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Die Kombination der Intensitatsanalyse mit einer Probenbewegung, d.h. die 
"Suche nach intensiv fluoreszierenden Targetmolekulen" (Scanning for Inten- 
sely Fluorescent Targets, SIFT), wurde hinsichtlich ihrer Detektionssensitivitat 
an einem Modellsystem untersucht. Aufgereinigte Aggregate des pathogenen 
Prionprotelns, die aus dem Hirngewebe des syrischen Hamsters gewonnen 
wurden, sogenannte prion-rods, wurden in Spinalliquor verdunnt. Zur Detekti- 
on wurde einerselts fluoreszenzmarkiertes rekombinantes HamsterPrP und 
andererseits ein markierter PrP-spezifischer monoklonaler Antikorper verwen- 
det. Das Fluoreszenzslgnai wurde In einem Intensitatshistogramm ausgewertet 
(s. Fig. 9 A,C) und die Anzahl der Kanale mit eIner Intensitat oberhalb eIner 
Schwelle von 500 Photonen/Kanal addiert (s. Fig. 9 B,D). Abhangig von der 
Konzentration der prion-rods wurde eIn Signal hoher Intensitat erhalten. Die 
PrP-Sonde zeigte jedoch bereits ohne Zugabe von Zielmolekulen einen Anteil 
an Signal hoher Intensitat, vor dessen Hintergrund die prion-rods nur bis zu 
einer Verdunnung von etwa 1:500 nachzuweisen waren. Das sondeninherente 
Signal, das in den stationaren Messungen durch deren geringere Sensitivitat 
nicht zu beobachten war, 1st durch Aggregate der PrP-Sondenmolekule be- 
dingt, Diese konnen durch zwei Prozesse entstehen: einerselts durch die 
Selbstaggregatlon des PrP und andererseits durch die Entstehung hochmole- 
kularer Aggregate belm Markieren des PrP mit dem Fluoreszenzfarbstoff. Die 
Aggregatbildung be! der Marklerung lieB sich trotz sorgfaltiger Wahl der Reak- 
tionsbedingungen nicht vollstandig unterdrucken. Multimere PrP-^Aggregate 
sind in der bewegten Probe erheblich empfindlicher nachzuweisen, als dies In 
den Messungen zur Selbstaggregatlon der Fall war. Dagegen war die Antlkor- 
personde weltgehend frei von Inharentem Signal, so dass durch die Verwen- 
dung eines monoklonalen Antlkorpers die Detektlonsschwelle um zwel GroBen- 
ordnungen gesenkt werden konnte. 

Figur 10 zeigt das SIFT-Slgnal in Abhangigkeit von der prion-rod Konzentration 
bel verschiedenen Schwellenwerten. Wahrend sIch die Zahl der Kanale hoher 
Intensitat in Abhangigkeit vom Schwellenwert anderte, hatte die Wahl des 
Schwelienwertes keinen EInfluss auf die Proportionalltat des SIFT-Slgnals zur 
Konzentration an prion-rods. 
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Zweidimensionale Intensitatsanalyse 

Um die Spezifitat der Detektion zu erhohen, wurde das Detektionssystem um 
eine zweite Sonde erweltert, die gegen ein anderes Epitop des Prionprotelns 
gerichtet ist. DIese wurde mit einem zweiten Fluoreszenzfarbstoff markiert, der 
Im roten Spektralbereich bel 633 nm angeregt werden kann. Bel BIndung der 
Sonden resultieren Zielmoiekule, die eine hohe Zaiil beider Farbstoffe tragen. 
Dadurch konnen zwei Parameter zur Isolierung des Signals der ZlelmolekCile 
genutzt werden: 

1. die Amplitude der Zwelfarben-Kreuzkorrelatlon und 

2. die simultane Fluoreszenztntensitat. 

Wird das Fluoreszenzsignal mit hoher zeitlicher Auflosung betrachtet, so kann 
der Durchtritt eines doppelt markierten Aggregats durch eine Spitze im Fluo- 
reszenzsignal Identifiziert werden, die gleichzeltig in beiden Messkanalen auf- 
tritt. Fur eine Intensitatsanalyse beider Detektionskanale wurde das Fluores- 
zenzsignal beider Kanale in einem zweidimensionaien Intensltatshistogramm 
aufgetragen. Analog zur Intensitatsanalyse eInes Messkanals wurden die Fiu- 
oreszenzphotonen parallel in zwei Kanalen in Bins von 500 [is gezahit und die 
Intervalle entsprechend der Zahl der detektierten Photonen in einem zweidi- 
mensionaien Feld aufsummiert. Im Intensltatshistogramm, das wahrend der 
Messung on-line dargestellt werden kann, ist die Fluoreszenzintensitat der 
beiden Farben auf den Achsen aufgetragen, die Zahl der Bins eines Intensl- 
tatspaares ist durch die Farbe des jewelligen Punktes logarithmisch dargestellt. 
Rgur 11 zeigt das Intensltatshistogramm einer l^lessung von prion-rods, uber- 
lagert mit eIner schematischen Darstellung der SIgnalbereiche. 

Durch diese Auswertung wird das Signal von Partikein, die gleichzeltig eIn 
Signal hoher Intensitat sowohl im grunen ais auch im roten Detektionskanal 
zeigen, vom Signal der freien Probe separiert. Das aggregatspezifische Signal 
iiegt im vierten Quadranten des Histogramms, wahrend die uberwiegende Zahl 
der Bins die kombinierte Signalverteilung der beiden freien Sonden wiedergibt 
und somit im ersten Quadranten Iiegt (s. Rg. 11, grau umrandet). Wiederum 
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wlrd das hochintenslve Signal Im einfachsten Fall iiber einen Schwellenwert 
separlert. Um dem Ubersprechen der Detektionskanale Rechnung zu tragen, 
wurde ein progresslver Schwellenwert gewahlt. Wird in emem Bin ein Signal 
hoher Intensitat in einem der Kanale detektiert, steigt der Schwellenwert zur 
Abtrennung des spezifischen Signals im anderen Kanal (s. Fig. 11, grune Li- 
nien). Dies ist streng genommen nur zur Abgrenzung des spezifischen Signals 
von griinem unspezifischen Signal hoher Intensitat erforderlich. Das Emissl- 
onsspektrum des grunen Farbstoffs uberlappt zu einem kleinen Tell mit dem 
Emissionsspektrum des roten Fluorophors. Etwa 0.5% der Photonen, die ein 
Molekul, das nur griine Fluorophore tragt, befm Durchtritt durch den Fokus 
emittiert, werden daher vom roten Detektor aufgefangen. 

Durch die glelchzeltige Markierung mIt zwei Typen von Sondenmolekulen 
konnte die Spezlfitat der Detektion erhoht werden. Beide Sonden, die gegen 
unterschiedliche Epitope des Zielmolekuls gerichtet waren, banden unabhangig 
voneinander an das Aggregat. Gleichzeitig erfolgte zum Teil eine unspezifische 
Bindung der Sonden an zelluiare Bestandtelle in der Probenlosung sowie eine 
Bindung durch sekundare Proteine, z.B. Sekundarantikorper, die in der blologi- 
schen Probe vorlagen. Diese Prozesse fuhrten zur Blldung mtenslv fluoreszie- 
render Partlkel. In der Messung, die in Rgur 11 dargestellt 1st, war dies fur die 
rot markierte Antikorpersonde der Fall. Ob derartige unspezifische Aggregate 
in einem oder beiden Kanalen auftraten, hing jedoch von der untersuchten 
Probe sowie von anderen schwer zu kontrollierenden Faktoren wie der Prapa- 
ration der Antikorper ab. Dieses Signal, das nur in einem der l^esskanale auf- 
tritt (s. Fig. 11, rote und grune Eiipse), kann In der Zweifiarben- 
Intensltatsanalyse ebenfalls vom spezifischen Signal unterschieden werden. 

Evaiuierung von Spezifitat und Sensitivitat 

Das erweiterte Detektionssytem wurde wiederum hinsichtlich der Spezifitat 
und Sensitivitat der Detektion am diagnostischen Modellsystem evaluiert. Dazu 
diente Liquor von Kontrollpatienten, der mit prion-rods versetzt wurde. 

Die Spezifitat der Erkennung des Zielmolekuls wurde anhand von spezifischen 
und unspezifischen Sonden sowie spezifischen und unspezifischen Zielmoleku- 
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len untersucht (s- Fig. 12). Als spezifische Sonden wurden jeweils zwel mo- 
noklonale Antikorper verwendet. Ohne die Zugabe von prion-Tods wurde fast 
kein gleichzeitiges Signal hoher Intensitat beobachtet (s. Fig. 14). Nach Zuga- 
be von aggregiertem A6(l-42) Peptid als unspezifisches Zielmolekul wurden 
ebenfalls keine doppelt markierten Aggregate beobachtet, wenn auch ein Anti- 
korper (3F4) unspezifisches Signal zeigte (Fig. 12 b). Dagegen trat bei Zugabe 
von spezifischen Sonden -3F4 und 12F10 zu PrP-Zielmolekulen sowie 6E10 und 
pAB42 zu A5(l-42) Peptid - ein starkes Signal doppelt markierter Zlelmolekule 
(Rg. 12 a,c) auf. Um zu prufen, ob zwei unspezifische Sonden gletchzeitig an 
ein einzelnes Zielmolekul binden, wurden zwei Sonden gegen die Zlelmolekule 
1L8 und Afl(l-40), die nicht mit der Creutzfeldt-Jakob Erkrankung assoziiert 
sind, zu Kontrolliquor zugegeben, der prion-rods enthielt. Obwohl ein Signal- 
anteil hoher Intensitat in beiden Kanalen auftrat, der durch Bindung oder Ag- 
gregation der Sonden entstanden sein kann, wurde kein hochintensives Signal 
beobachtet, das simultan in beiden Kanalen auftrat (Rg. 12 d). 

Die Sensltivitat des Detektionssystems wurde mit dem Nachweis von Pri- 
onprotein durch Western Blot nach Verdau mit Proteinase K verglichen. Auf 
diesem Verfahren beruhen praktisch alle derzeltigen Test auf pathogenes Pri- 
onprotein. Aliquots des in Liquor verdunnten prion-rod l^ateriais wurden pa- 
rallel durch Western Blot analysiert und in einem konfokalen fluoreszens- 
Spektroskopische Aufbau vermessen, wobei das Signal durch SIFT und Kreuz- 
korrelationsanalyse ausgewertet wurde (s. Rg. 13). FIgur 14 zeigt die Intensi- 
tatshistogramme bei unterschiedlicher Konzentration. Die Konzentration der 
prion-rods konnte durch Zweikanallntensitatsanalyse uber vier GroBenordnun- 
gen gemessen werde, wobei die Detektionsschwelie bei einer Verdunnung von 
1:2 • 10^ lag. Die Detektionsschwelie des Western Blots lag dagegen bei 1:10^. 
Das Signal des Western Blot wurde anhand der Bandenintensitat geldensito- 
metrisch quantifiziert. Durch Vergleich mit dem parallel aufgetragenen Hirnge- 
webe eines Scrapie-infizierten Hamsters wurde ermittelt, dass die Nachwefs- 
grenze des Blots etwa 1 pg Himgewebe entsprach. Diese Menge Gewebe 
enthalt etwa 10 pg monomeres PrP^ [17], was bei der aufgetragenen Menge 
von 20 pi einer Konzentration von 33 pM entspricht. Dementsprechend war 
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das Detektionslimit der SIFT-Messung^ bei dem In der Messzeit von 600 s noch 
ein bis zwei Aggregate detektiert wurden, 0.5 pg bzw. 2 pM PrP^^ 

Die physlkalische Detektionsschwelle der Messung ist die Detektion eines ein- 
zelnen Partikels im durchmessenen Volumen. Bei einem Scanvoiumen von ca. 
2 • 10^ Fokalvolumina des konfokalen Aufbaus entspricht dies einer Konzentra- 
tion von 1 fM, wenn man Verzerrungen des Volumenelementes vernachlassigt. 
Die Aggregatkonzentration, die sich aus der SIFT Messung durch Uberlegun- 
gen zur Detektlonsscliwelle ergibt, lasst sich ins Verhaltnis zur Konzentration 
des monomeren PrP setzen, die im Western Blot bestimmt wurde. Dies fuhrt 
zu einer mittleren AggregatgroBe von ca. 1000 PrP Molekulen. 

Die Sensitivitat im Nachweis von patfiologischen amyloiden Aggregaten der 
Alzlieimer Demenz, deren Hauptkomponente A5-Peptide mit einer Lange von 
40-43 Aminosauren sind, wurde in analoger Weise an A/3(l-42) Peptid unter- 
sucht, das zuvor unter kontrollierten Bedingungen aggregiert worden war. Als 
fiuoreszente Sonden dienten zwei Antikorper, von denen einer spezifiscli die C- 
terminalen Aminosauren des A542, der andere dagegen ein Epitop in der Kon- 
sensussequenz der Afl Peptide erkannte. Die Afi-Aggregate konnten bis zu 
einer Konzentration von 100 pM (9 pg) an monomerem Afl42 detektiert wer- 
den. Dies lasst auf elne AggregatgroBe von etwa 10^ EInhelten je Aggregat 
schlleBen. 

Vergleich mit Kreuzkorrelationsanaiyse 

Parallel zu der Auswertung mittels SIFT wurde das Fluoreszenzsignal der Mes- 
sungen durch Kreuzkorrelatlon der Detektlonskanale nach Glelchung 2 ausge-^ 
wertet. Die Rgur 15 zelgt die Kreuzkorrelatlonskurven einer Verdunnung von 
prion rods In Liquor. Im Berelch von 0 bis 50 pg PrP (160 pM) 1st die Kreuz- 
korrelatlonsamplitude proportional zur Menge der eingesetzten prton rods. 
Bedlngt durch die hohe Zahl der Fluorophore, die an ein Zlelmolekul gebunden 
sind^ lag die effektlve Detektionsquantenausbeute (cpms)> deren MaB die Zahl 
der eingesammelten Photonen je Molekul und Sekunde ist, mit bis zu 200 kHz 
um ein Vielfeches iiber dem Wert von 1-2 kHz, den doppelt markierte Ollgo- 
mere in den Versuchen zur Selbstaggregation Im Kreuzkorrelatlonssignal er- 
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reichten. Die hohe Molekuldetektionsefflzienz bedingt ein hohes Signal/Rausch 
Verhaltnis und damit eine hohe Kreuzkorrelationsamplitude. Die Kreuzkorrela- 
tionsamplitude war bfs zu einer PrP Konzentration von 5 pM vom Signal der 
Kontrollprobe zu differenzieren. Durch die geringe Zahl der Ereignisse streute 
die Korrelationsamplitude bei niedrigen Konzentrationen stark. 

Innerhalb einer Messreihe waren beide Parameter, G^^O) und SIFT-Signal, 
zueinander proportional (s. Rg, 15 c). Damlt beide Methoden als allgemeines 
MaB der Konzentration dienen konnen, ist es zudem erforderlich, dass beide 
Signale unabhangig von den Messbedingungen, wie Puffer und Detergenzien- 
konzentration, korrelieren. Figur 16 verglelcht am Modellsystem des aggre- 
gierten Afi-Peptids das Verhaltnis beider Signale unter einer Vielzahl von 
Pufferbedingungen. Es biieb fur ein Sondenpaar bei konstanter Anregung 
gleich. 

Liquordiagnostische Anwendung 

Die Erfindung offenbart insbesondere ein diagnostisches System zum hoch- 
empfindlichen Nachweis pathologischer Aggregate zur Diagnose der Creutz- 
feldt'Jakob und der Alzheimerschen Erkrankung. Als Untersuchungsmedium 
bietet sich aus dret Grunden die Untersuchung des Spmalliquors an: Erstens 
umspult der Liquor das Zentralnervensystem des Menschen. Er ist damit nicht 
wie z.B. das Blut durch die Blut-HIm Schranke vom Entstehungsort der patho- 
logischen Aggregate separiert. Zweitens handelt es sich bei Liquor um ein 
"sauberes* Medium. Er enthalt kaum Zellen oder Proteine, die Im Bereich der 
Anregungswellenlangen absorbieren oder selbst fluoreszieren und eignet sich 
damit gut fur fluoreszenzspektroskopische Messungen. Drittens kann er durch 
Ruckenmarkspunktion verglelchswelse einfach und risikolos vom Patienten 
gewonnen werden. Zum Nachweis neurodegenerativer Sekundarmarker wie 
dem 14-3-3 Protein geschieht dies Im Rahmen klinischer Routineuntersuchun- 
gen. 

Detektion von pathogenem PrP im Liquor von CJD Patienten 
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Der Detektionsansatz, der am Modellsystem der prion-rods entwickelt und 
evaluiert wurde, diente auch zum Nachweis von pathologischen Aggregaten 
des Prionproteins im Spinalliquor von Creutzfeldt- Jakob Patlenten. Die Ll- 
quorproben wurden direkt nnit denn Sondenmix versetzt und 600 s im Zweika- 
nal-SIFT-Messaufbau vernnessen. In fiinf von 24 Liquorproben der Patienten^ 
deren CJD-Diagnose anhand von kiinischen oder neuropathologischen Kriterien 
gesichert war, konnte so ein spezifisches Signal detektlert warden, das der 
glelchzeitigen Bindung beider Sonden an ein PrP^-Aggregat entsprach. Als 
Kontrollgruppe diente ein Patientenkollektiv mit anderen neurodegenerativen 
Erkrankungen, um sicherzustellen, dass der Test spezifisch fur CJD war und 
nicht nur einen Sekundareffekt neurodegeneratlver Erkrankungen erkannte. 
Aus keiner der Proben der Kontrollpatienten wurde ein Signal eriialten, das fiir 
PrP^^ spezifisch war (s. Fig. 17). Dies entspricht formal einer Sensitivitat von 
21% und einer Spezifitat von 100% fur den Nachweis der Creutzfeldt- Jakob 
Erkrankung. Dies ist bislang der hochste Wert eines erregerspezifischen Tests 
im Liquor eInes Patienten [2]. 

Liquordiagnose von Morbus Alzheimer 

Die Aizhelmersche Erkrankung 1st durch die erhohte Entstehung von Frag- 
menten eines Transmembran-Proteins, dem sogenannten Amyloid-Precursor- 
Protein (APP), gekennzelchnet, die in einem Folgeprozess aggregieren und 
amyloide Ablagerungen bilden. Anders als das pathologische PrP^"" sind die 
amylolden A5-Peptide als normale Stoffwechselprodukte auch Im gesunden 
Menschen in geringer Menge nachzuweisen, EIne pathologisch erhohte Menge 
an aggreglerten Peptiden Ist daher durch eInen Schwellenwert zu definieren. 

Mittels der Zweikanal-Intensitatsanaiyse wurden unbehandelte Liquorproben 
von sechs Alzheimer Patienten sowie 16 Proben von Patienten, die an anderen 
neurodegenerativen Erkrankungen litten, sowie von gesunden Patienten unter- 
sucht. Dabel wurde das Antikorper-Sondensystem verwendet, das anhand von 
kunstlichen A542 Aggregaten etabliert und evaluiert worden war. In 83% (5 / 
6 Fallen) der untersuchten SpinalllquorProben von Alzheimer-Patienten lag die 
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Menge an aggregatspezlfischem Signal uber dem gesetzten Schwellenwert. 
Dagegen lag das Signal aller Kontrotlpatienten darunter (s. Fig. 18). 

Bei den untersuchten Liquorproben handelt es stch sowohl im Faile der Alzhei- 
mer- als auch der Creutzfeldt-Jakob-Patienten urn solche, die im Rahmen von 
klinischen Routineuntersuchungen, wie z.B. dem Nachweis des neurodegene- 
rativen Sekundarmarkers 14-3-3, gewonnen wurden. Sle sind hinsichtllch ihrer 
klinischen Vorgeschlchte daher sehr heterogen. Es wurde eine Serie von 5 AD 
Proben und 4 Kontroll-Liquorproben untersucht, die eigens asserviert wurden. 
HIer konnte in den AD-positiven Probe eine deutlich groBere Menge amyloider 
Aggregate nachgewiesen werden als in den Proben aus der klinischen Routine- 
diagnostik, was die Bedeutung der Probenvorbereitung unterstrelcht. 

Differenzierung von Prionstammen 

FQr die Detektlon pathologischer Aggregate Im Rahmen der diagnostlschen 
Systeme wurde In der Zweikanal-Intensltatsanalyse allein ausgewertet, ob ein 
Aggregat mit einer groBen Zahl belder Sondenmolekule markiert war. Im Ge- 
gensatz zur Korrelationsanalyse, die Aussagen uber die mittlere Konzentration 
und den Marklerungsgrad der detektlerten MolekQIe liefert, erfasst die Inten- 
sltatsanalyse das Signal jedes detektlerten Partikels separat. Daher eriaubte 
sie, das Verhaltnis des Signals in beiden Messkanaien und damit das VerhSltnIs 
der gebundenen Sonden fur jedes Zielmolekul zu bestlmmen. Damit war ne- 
ben der Detektlon von Aggregaten auch Ihre Charakterlsierung anhand der 
relativen Affinitat mehrerer Sonden mdglich. 

Die dlfferentlelle Bindung einer Anzaht unterschiedlicher monokionaler Antikor- 
personden an pathologlsches Prionprotein wurde an aufgereinigtem menschll- 
chem PrP*^ untersucht. Dabel war es mdglich verschiedene Typen des patho- 
genen Prionprotelns zu differenzieren. Die Messung erfolgte Im gleichen 
Messaufbau wie die diagnostlsche Anwendung. Zur Bestimmung des Verhalt- 
nisses des Signals der beiden fiuoreszenzmarkierten Sonden In einer Messung 
wurde das Intensitatshlstogramm der Zweikanal-Intensltatsanalyse in Sekto- 
ren gleichen SIgnalverhaltnisses unterteilt. In jedem Sektor wurde die Zahl der 
Messkanale, deren Intensitat uber einem Schwellenwert Jag, bestlmmt (Rg. 



wo 01/23894 




PCT/EPOO/09468 



20). Das aggregatspeziflsche Signal wurde uber eine Schwelie von 8 • a abge- 
trennt. Das Signal hoher Intensitat konnte mit dieser Schwelie slcher vom 
Sondensignal separiert werden. Ein Stdrslgnal der unspezifischen Sonde- 
naggregation wurde hingegen nicht vom restlichen Signal hoher Intensitat 
getrennt. Aus diesem Grund enthalt der Sektor, in dem das Signal mit einem 
Anteil der roten Sonde von 0-10% zusammengefasst ist, in alien Messungen 
einen Anteil unspezifischen Signals. Dieser Anteil wurde in Referenzmessungen 
bestimmt und vom aggregatspezifischen Signal abgezogen. 

Die Trennung der Priontypen wurde mit verschiedenen Sondenpaaren und 
Detergenzienzusatzen optimlert. Aufgereinlgtes pathogenes Prionprotein von 
Typ 1 und Typ 11 zweier an Codon 129 M/M homozygoter Patienten konnte 
anhand der relativen Sondenbindung charakterisiert werden. Dabei lieBen srch 
belde Konformation reproduzierbar anhand des Bindungsverhaltnisses der 
Sonden differenzieren (Fig. 21 a). Das aggregatspezifische Signal des Typs 11 
(129 M/M) zelgt eine Normalvertellung um ein Sondenverhaltnis von 45 ± 
15%. Das zusatzliche Signal mit einem grunen Anteil ^ 90% ist vermutlich auf 
Aggregation bzw. Vernetzung der Sonde zuruckzufuhren. Dagegen ist das 
Markierungsverhaltnis im PrP^ Typ I zugunsten der grun markierten Sonde 
verschoben (mAB 917Alexa). Nach Abzug des sondeninharenten Signalanteils 
liegt das Verteilungsmaximum hier bel einem Anteil der grtin markierten Sonde 
von 85 ± 20%. 

Um sicherzustellen, dass die Differenzierung aufgrund der Konformation des 
ZielmolekCils und nicht aufgrund von Sekundareffekten, wie z.B. Kontaminatio- 
nen aus der Aufarbeitung der Proben, erfolgte, wurde eine Mischung von Typ I 
und Typ II des PrP^^ analysiert. Zwar uberiagern sich die Verteilungen beider 
Typen, doch ist die Gesamtverteilung der Mischung weitgehend deckungsgleich 
mit der Summe der Intensitatsverteilungen, die aus Einzelmessungen gewon- 
nen wurden (Fig. 21 b). Die unterschfedliche Affinitat der Sonden ist also auf 
die Konformation des Zielmolekuls und nicht auf KontaminationsefFekte zu- 
ruckzufuhren. Ist das Verteilungsmaximum der Priontypen durch Eichmessun- 
gen bestimmt worden, lassen sich auch ohne voilstandige Trennung der Ver- 
teilungen die Anteile von Typ I und Typ II PrP^^ in den Proben bestimmen. 
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Zur Differenzierung des Signals der PrP^^-Typen ist es nicht erforderlich, jeden 
Partikel mit der selben Effizienz zu detektieren. Im Gegensatz zu anderen 
Methoden zur Charakterisierung einzelner Partikel durch die relative Bindungs- 
afflnitat mehrerer Sonden, wie z.B. der FACS-Analyse auf Zellebene, llefert die 
quantitative Detektion des Fluoreszenzsignals auf Basis einzelner Molekul- 
durchtrltte einen Internen Standard zur Bestimmung des Markierungsverhalt- 
nisses. 
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CD CIrculardlchrolsnnus 

CJD Creutzfeldt-Jakob Demenz bzw. Erkrankung 

Cy2 / Cy5 FluoroUnk™ Cyanin2 / CyaninS 

Da Dalton 

DNA Desoxyribonukleinsaure 

DMSO Dimethylsulfoxid 

e Extinktlonskoeffizient 

FCS Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie 

FTTC Fluorescein-Isothlocyanat 

g Erdbeschleunigung 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur Bestimmung und indivlduellen Charakterisierung von Par- 
tikeln mittels mindestens zweier unterschiedlicher detektierbarer Sonden 
in einer Probe, wobei 

• die Partikel, insbesondere Molekule oder i^oiekulaggregate, min- 
destens eine Bindungsstelie, vorzugsweise eine Vielzahl von Bin- 
dungsstellen fur mindestens eine der mindestens zwei unterschiedli- 
chen detektierbaren Sonden aufweisen, 

• die mindestens zwei unterschiedlichen detektierbaren Sonden in der 
Probe anwesend sind, 

• ein IviaB fur die Anzalil der gebundenen Sonden und 

• das Verhaltnis der gebundenen Sonden zueinander durch Bestim- 
mung von Partikein ermlttelt wird, 

• und wobei die Bestimmung auf Basis von einzelnen Partikein erfolgt. 

2. Verfalnren gemaS Ansprucii 1, dadurcli gekennzeichnet, dass das Verhaltnis 
der gebundenen Sonden zueinander durch Bestimmung von Partikein in ei- 
nem Messvolumen, das ein Tellvolumen der zu untereuchenden Probe dar- 
stellt, ermlttelt wIrd. 

3. Verfahren gemSB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Bestim- 
mung auf Basis von einzeinen Partikein erfolgt, die sich zu verschiedenen 
Zelten im l^essvolumen befinden. 

4. Verfahren gemaS einem der AnsprQche 1 bis 3, dadurch gekennzelchnet, 
dass die Detektion verschiedener gebundener Sonden gleichzeltig an einem 
Partikel erfolgt. 

5. Verfahren gemSS einem der AnsprQche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, 
dass das l^lessvolumen <. 10 ", insbesondere <, 10"" I betragt. 

6. Verfahren gem§S einem der AnsprQche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Messung unter Verwendung eines konfokal mikroskopischen Auf- 
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baus, eines Nahfeldaufbaus Oder eines Aufbaus zur Mehrphotonenanregung 
erfolgt. 

7. Verfahren gemaB einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Bestimmung und Charakterisierung von Partikein in eInem homo- 
genen Assay verfahren ohne Waschschrltte erfolgt. 

8. Verfahren gemaB einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, 
dass eine Quantifizierung des partikelbedingten Signalanteils durch Analyse 
der Intensitatsverteilung eines gemessenen Detektionssignals, insbeson- 
dere eines Fluoreszenzsignals, in sukzessiven Zeitfenstern mit Detektions- 
zeiten konstanter Oder variabler Langen im Bereich von Mikro- bis Millise- 
kunden erfolgt. 

9. Verfahren gemaB Anspruch 1 bis 8, dadurch gekennzelchnet, dass eIne 
intensitatsbedingte Abtrennung des partikelbedingten Signalanteils uber ei- 
nen Algorlthmus zur Peakdetektion und -analyse erfolgt. 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, 
dass ein Scannen der Probe durch Erzeugen einer Im wesentlichen kon- 
stanten Relativbewegung zwischen Probe und Messvolumen erfolgt. 

11. Verfahren gemaB Anspruch 10, dadurch gekennzelchnet, dass die Relativ- 
bewegung durch eIne Optik, die eine Bewegung des Messvolumens ermog- 
llcht, durch eIne Bewegung eines die Probe aufweisenden Probentragers 
Oder durch eine Flusskapillare reallsiert wird. 

12. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, 
dass Antikdrper als Sondenmolekule verwendet werden. 

13. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 12, dadurch gekennzelchnet, 
dass eine simultane Analyse zweier oder mehrerer getrennt Im selben 
Messvolumen messbarer. In verschiedenen Wellenlangenbereichen oder 
Polarisationsebenen emittierender Sonden, insbesondere fluoreszierender 
Sonden, erfolgt. 
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14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass Daten aus 
Mehrfachfarbmessungen, insbesondere Zweifarbmessungen oder Mehr- 
fachpolarisationsmessungen/polarisationsmessungen ermittelt werden und 
zur Auswertung gegebenenfalls in einem mehrdimensionalen, insbesondere 
zweidfmensionalen Array angeordnet als Intensltatshlstogramm dargestellt 
werden. 

15. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 14, dadurch gekennzeichnet, 
dass pathologische Proteinaggregate als Partikel, insbesondere Prionprotei- 
ne nach Subspezles, durch deren Markierung mft SondenmolekCilen detek- 
tiert werden. 

IS.Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzelchnet, dass die Bindung 
mindestens zweiter unterschiedlicher Sondenmolekule an die Proteinaggre- 
gate bildenden Partikel detektiert wird und aus dem Verhaltnis der gebun- 
denen Mengen an verschiedenen Sondenmolekulen zueinander die Subspe- 
zies bestimmt wird. 

17. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 16 zur Erregerstammtypisierung 
Oder Untersuchung der relativen Bindung von Proteinen verschiedener 
Spezies an pathologische Proteinaggregate einer bestimmten Spezies 
zwecks Abschatzung einer Speziesbarriere fur eine Krankheitsiibertragung. 

18. Verfehren nach einem der Anspruche 1 bis 17 zur Untersuchung degenera- 
tlver Erkrankungen, insbesondere neurodegenerativer Krankheiten, mit Bil- 
dung pathologischer Aggregate, insbesondere Aggregate, die ais Kompo- 
nente Prionprotein, APP, Tau, Synuclein oder Proteine mIt einer 
Polyglutaminsequenz wie Huntingtin, oder Fragmente oder Derivate dieser 
Proteine enthalten. 

19. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 18 zur Untersuchung subzellu- 
larer Partikel, Insbesondere zur phanotyplschen Analyse viraler Partikel o- 
der zur Analyse von Nukleinsauren mittels Antisensesonden. 
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EINSCHLAGIGE DOKUMENTE 




KategorN 


g Kennzeichnung des Dokuments mit Angabe, soweit erforderlich, 
der maBgeblichen Teile 


Betrifft 
Anspruch 




A 


■ WO 99 62548 A (ADVANCED RESEARCH AND 
TECHNOLOGY INSTITUTE) 
9. Dezember 1999 (1999-12-09) 
* Seite 3, Zeile 13 - Seite 4, Zeile 10 * 


1,2 




A 


WO 96 04309 A ( INNOGENETICS N.V.) 
15. Februar 1996 (1996-02-15) 
* das ganze Dokument * 


1,2 




A 


WO 94 13795 A (N.V. INNOGENETICS S.A.) 
* das ganze Dokument * 


1.2 




A 


WO 99 66956 A (CASE WESTERN RESERVE 
UNIVERSITY) 29. Dezember 1999 (1999-12-29) 
* Zusammenfassung; Anspruche * - 


1,2 




A 


WO 98 01471 A (AB SANGTEC MEDICAL) 
15. Januar 1998 (1998-01-15) 
* das ganze Dokument * 


1,2 




A 


WO 97 43649 A (E.-L. WINNACKER) 


1,2 


RECHERCHIERTE 
SACHGEBIETE (lnt.CL.7) 




20. November 1997 (1997-11-20) 
* Zusammenfassung; Anspruche * 


GOIN 


A 


EP 0 544 942 A (MAX-PLANCK-GESELLSCHAFT 
ZUR FORDERUNG DER WISSENSCHAFTEN E.V.) 
9. Juni 1993 (1993-06-09) 
* das ganze Dokument * 


1,2 




A 


WO 98 16833 A (XENOVA LIMITED) 
23. April 1998 (1998-04-23) 






Der vorliegende Recherohenbericht wurde fiir alle PatentansprOche erstellt 







AbschluBdatum der Recherche 

8. September 2000 



KATEGORIE DER GENANNTEN DOKUMENTE 

X : von besonderer Bedeutung allein betrachtet 
Y : von besonderer Bedeutung in Vertoindung mil einer 
anderen Veroffenllichung derselben Kalegorie 

A : lechnologischer Hintergrund 
O ; nichtschriftliche Oflenbarung 
P : Zvt/ischenliteratur 



Pruter 

GRIFFITH, 6 



T : der Erflndung zugrunde liegende Theorien oderGrundsatze 
E : alteres Patentdol<ument, das jedoch ers! am Oder 
nach dem Anmeldedatum veroffenllicht worden ist 
D : in der Anmeldung angefuhrles Dokumeni 
L : aus anderen Grunden angefuhrles Dokument 

& : Mitglied der gleichen Patenttamille.ubereinsttmmendes 
Dokument 
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ANHANG ZUM RECHERCHENBERICHT UBER DIE STANDARDRECHERCHE NR. 

RS 105351 



m diesem Anhang sind die Mitglleder der Patentfamillen der im obengenannten Recherchenbericht anaefuhrten 
Patentdokumente angegeben. 

Die Angaben uber die Familienmitglieder entsprechen dem Stand der Datei des EuropSlschen Patentamts am 
Diese Angaben dienen nur zur Unterrichtung und erfolgen ohne GewShr. 



08-09-2000 



Im Recherchenbericht 


Datum der 




Mitglled(er) der 


n^itiim Her 


angefuhrtes Patentdokument 


Veroffentlichung 




Patentfamilie 


Veroffentlichung 


WU 9962548 A 


09-12-1999 


AU 


4322999 A 


20-12-1999 


WU yoU4309 A 


15-02-1996 


AU 


710952 B 


30-09-1999 






AU 


3223495 A 


04-03-1996 






CA 


2195672 A 


15-02-1996 






EP 


0772634 A 


14-05-1997 






JP 


10506381 T 


23-06-1998 


WO 9413795 A 


23-06-1994 


AT 


165866 T 


15-05-1998 






AU 


\jy\j\j^ c. D 


0'i—f\A—^ ooo 
^ J u*j— lyyo 






AU 


5809794 A 


04-07-1994 






CA 


. 2150816 A 


23-06-1994 




•» * . 


DE 


'69318420 D 


10-06-1998 






DE 


69318420 T 


28-01-1999 






EP 


0673418 A 


27-09-1995 






ES 


2118373 T 


16-09-1998 






JP 


2879975 B 


05-04-1999 






.IP 




Uii— U4-1990 






US 


5843779 A 


01-12-1998 








OoOXcD/ M 


ly-Ul— 1999 






us 


6010913 A 


04-01-2000 


WO 9966956 A 


29-12-1999 


AU 


4957499 A 


10-01-2000 


WO 9801471 A 


15-01-1998 


AU 


715797 B 


10-02-2000 






AU 


3563397 A 


02-02-1998 




1 


BR 


9710175 A 


11-01-2000 






CA 


2259413 A 


15-01-1998 






EP 


0931094 A 


28-07-1999 






NO 


986218 A 


30-12-1998 






NZ 


333408 A 


28-05-1999 


WO 9743649 A 


20-11-1997 


EP 


0914614 A 


12-05-1999 


EP 544942 A 


09-06-1993 


AT 


185599 T 


15-10-1999 






AU 


707736 B 


15-07-1999 






AU 


2865697 A 


04-12-1997 






AU 


681071 B 


21-08-1997 






AU 


3256093 A 


28-06-1993 






CA 


2125298 A 


10-06-1993 






DE 


69230148 D 


18-11-1999 






DE 


69230148 T 


04-05-2000 






WO 


9311231 A 


10-06-1993 






EP 


0618968 A 


12-10-1994 






EP 


0911398 A 


28-04-1999 






EP 


0911390 A 


28-04-1999 



Fur nShere Einzelheiten zu diesem Anhang : siehe Amtsblattdes EuropSischen Patentamts, Nr. 12/82 
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ANHANG ZUM RECHERCHENBERICHT UBER DIE STANDARDRECHERCHE NR. 

RS 105351 



In diesem Anhang sind die Mitglieder tier Patentfamilien der im obengenannten Recherchenbericht angefOhrten 
PatentdoKumente angegeben. 

Die Angaben uber die Famllienmitglieder enisprechen dem Stand der Datei des EuropSischen Patentamts am 
Diese Angaben dienen nur zur Unten^ichtung und erfolgen ohne GewShr. 



08-09-2000 



Im Recherchenbericht 
angefOhrtes Patentdokument 



Datum der 
VerOffentlichung 



Mitglied(er) der 
Patentfamilie 



EP 544942 



EP 0909814 A 
ES 2136654 T 
JP 2000026498 A 
JP 2000037188 A 
JP 2000032983 A 
JP 7507044 T 



WO 9816833 



23-04-1998 



AU 
EP 
GB 



4311497 A 
0934525 A 
2335038 A 



Datum der 
Verfiffendichung 



21-04-1999 

01- 12-1999 
25-01-2000 
08-02-2000 

02- 02-2000 

03- 08-1995 

11-05-1998 
11-08-1999 
08-09-1999 



Fur nShere Einzelheiten zu diesem Anhang : slehe Amtsblattdes EuropSischen Patentamts, Nr. 12/82 
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VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT 
AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS 



Absender: INTERNATIONALE RECHERCHENBEHORDE 



An 

MEYERS , Hans-Wilhelm / 
P.O. Box 10 22 41 / 

duhoc. no 1 n / 
GERMANY f ! | i i ■ ; .^.jA'ZrT' 

f" ' 

i c:.. i- -0C1 

i 


I 


MITTEILUNG UBER DIE UBERMITTLUNG DES 
INTERNATIONALEN RECHERCHENBERICHTS 
ODER DER ERKLARUNG 

(Regel44.l PCT) 




Absendedatum 

(Tag/Monat/Jahr) 02/01/2001 


Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 

002457woMegn 


WEITERES VORGEHEN siehe Punkte 1 und AupteTPN 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP 00/09468 


Internationales Anmeldedatum / 
(Tag/Monat/Jahr) 28/09/2000 C_^^^ 


Anmelder 

EVOTEC BIOSYSTEMS AG 



1 . Dem Anmelder wird mllgeteilt, da3 der Internationale Recherchenbericht erstellt wurde und ihm hiermit ubermittelt wird. 
Einreichung von Anderungen und einer Erklarung nach Artikel 19: 

Der Annnelder kann auf eigenen Wunscti die Ahspruche der Internationalen Anmeldung Sndern (siehe Regel 46): 

Bis wann sind Anderungen einzureichen? 

Die Frist zur Einreichung solcher Anderungen betrdgt ubiicherweise zwei Monate ab der Ubermittlung des 
Internationalen Recherchenberichts; weitere Einzelhelten sind den Anmerkungen auf dem Beiblatt zu entnehmen. 

Wo sind Anderungen einzureichen? 

Unmittelbar beim internationalen Euro der WIPO. 34, CHEMIN des Coiombettes, CH-121 1 Gent 20, 
Telefaxnr.: (41-22) 740.14.35 

Nahere Hinweise sind den Anmerkungen auf dem Beiblatt zu entnehmen. 

2. Dem Anmelder wird mitgeteilt. da3 kein tnternationaler Recherchenbericht erstellt wird und dalB ihm hiermit die Erklarung nach 
Artikel 17(2)a) ubermittelt wird. 



□ 



Hinsichtllch des Widerspruchs gegen die Entrichtung einer zusatzlichen Gebuhr (zusdtzlicher Gebuhren) nach Regel 40.2 wird 
dem Anmelder mitgeteilt, da3 

□ der Wtderspruch und die Entscheidung hierQberzusammen mit seinem Antrag auf Obermlttlung des Worttauts sowohl des 
Widerspruchs als auch der Entscheidung hieruber an die BestimmungsSmterdem Internationalen BOro ubermittelt worden 
sind. 

□ noch kelne Entscheidung uber den Widerspruch vorliegt; der Anmelder wird benachrichtlgt, sobald eine Entscheidung 
getroffen wurde. 



4. Weiteres Vorgehen: 



Der Anmelder wird auf folgendes aufmerksam gemacht: 



Kurz nach Ablauf von 18 Monaten seit dem PrioritStsdatum wird die Internationale Anmeldung vom Internationalen Buro veroffent- 
licht. W| der Anmelder die Verdffentllchung verhindern Oder auf einen spSteren Zeitpunkt verschleben, so muB gem^ Regel 90 !^ 
bzw. 9Cr'!3 vor AbschluB der technischen Vorbereitungen fur die internationaie Verdffentlichung eine ErklSrung uber die Zurucknah- 
me der internationalen Anmeldung Oder des Prioritatsanspruchs beim Internationalen Biiro eingehen. 

Innerhalb von 19 Monaten seit dem PriorltStsdatum tst etn Antrag auf Internationale vorldufige Prufunc[ einzureichen, wenn der 
Anmelder den Eintritt in die nationale Phase bis zu 30 Monaten seit dem Prioritdtsdatum (in manchen Amtern sogar noch ISnger) 
verschieben mdchte. 

Innerhalb von 20 Monaten seit dem Prioritatsdatum muB der Anmelder die fur den Eintritt in die nationale Phase vorgeschriebenen 
Handlungen vor alien BestimmungsSmtern vornehmen, die nicht innerhalb von 19 Monaten seit dem Prioritatsdatum in der 
Anmeldung Oder einer nachtrdgllchen Auswahlerkl&ung ausgewShlt wurden Oder nicht ausgew^hlt werden konnten, da fur sle 
Kapitel II des Vertrages nicht verbrndlich 1st. 



Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehdrde 

Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL-2280 HV Rijswijk 

Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 




Bevollmachtigter Bediensteter 

Jaap Hurenkamp 



Formblatt PCT/ISA/220 (Juli 1998) 



(Siehe Anmerkungen auf Beiblatt) 
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ANMERKUNGEN ZU FORMBLATT PCT/ISA/220 



piese Anmerkungen sollen grundlegende Hinweise zur Einreichung von Anderungen gem&B Artikel 1 9 geben. Dtesen Anmerkungen 
liogen die Erforderntsse dos Vertrags Ober die Internationale Zusammenarbeit auf dem Gebiet des Patentwesens (PCT), der AuafOhrungs- 
ordnung und der VenA^aHungsrichtiinien zu diesem Vertrag zugrunde. Bei Abwetehungen zwbchen diesen Anmerkungen und 
obengenannten Texten eind letztere maBgebend. NShere Ernzerheiten sind dem PCT-Leitfaden fOr Anmelder, einer Ver6ffentlicHung der 
WlPO, zu ontnehmen. 

Die in diesen Anmerkungen verwendeten Begriffe •Artikel*, "Regef und "Abschnitt"' beziehen sich jeweitB auf die Bestimmungen des 
PCT-Vertrags, der PCT-Ausfuhrungsordnung bzw. der PCT-Verwaltungsrichtlinien. 

HINWEISE ZU Anderungen gemAss artikel i9 

Nach Ertialt des irttemationaJen Recherchenberichts hat der Anmelder die M&gllchkeit. einmal die AnsprOche der intemationaJen 
Anmeldung zu An dem. Es ist jedoch zu betonen, daB, da aJle Teile der internationalen Anmeldung (AnsprOche, Beschreibung und 
Zeichnuripen) wAhrend des internationalen vorlAufigen PrOfungsverfahrens gedndert werden k6nnen, normalerwerse kelne Notwendigkeit 
besteht, Anderungen der Anspruche nach Artikel 1 9 einzureichen, auBer wenn der Anmelder z.B. zum Zwecke eines voriaufigen 
Schutzes die Verflffentlichung dteser Anspruche wunscht oder ein anderer Grund fOr eine Anderung der AnsprOche vor ihrer internationa- 
len Verdffentlichung vortiegt. Weiterhin ist zu beachten, da6 ein voriaufiger Schutz nur in einigen Staaten erhdltlich ist. 

Welch© Telle der IntemaUonaien Anmeldung konnen geSndert werden? 

Im Rahmen von Artikel 19 kdnnen nur die Anspruche ge&idert werden. 

In der internationalen Phase k6nnen die AnsprOche auch nach Artikel 34 vor der mit der internationalen vorlAufigen PrOfung beauf- 
tragten Behdrde gedndert (oder nochmals gedndert) werden. Die Beschreibung und die Zeichnungen kdnnen nur nach Artikel 34 
vor der mit der intemationaJen vortfiufigen PrOfung beauftragten Beh6rde gedndert werden. 

Beim Eintritt in die nationale Phase kSnnen aile Teile der internationalen Anmeldung nach Artikel 28 oder gegebenenfatls Artikel 
41 geflndert werden. 

Bis wann sirKi Anderungen einzureichen? 

Innerhalb von zwei Monaten ab der Otwrnittlung des intemationaJen Recherchenberichts oder innerhatb von sechzehn Monaten ab 
dem Prioritatsdatum, je nachdem, welche Frist spAter abl6uft. Die Anderungen gotten jedoch als rechtzeitig eingereicht, wenn sie 
dem lntematk>nalen Buro nach AWauf der mafjgebenden Frist, aber noch vor AbschluB der technischen Vort>ereitungen fQr die 
intemationale Ver6fffentlichung (Regel 46.1) zugehen. 

Wo sind die Anderungen nichi einzureichen? 

Die Andemngen k6nnen nur beim internationalen BQro, nicht aber t»eim Anmekieamt oder der Internationalen Recherchentsehdrde 
eingereicht werden (Regel 46.2). 

Falls ein Antrag auf intemationale voriAufige PrOfung eingereicht wurde/mrd, siehe unten. 

In we4cher Form k6nnen Anderungen erfolgen? 

Eine Andening kann erfolgen durch Streichung eines .oder mehrerer ganzer AnsprOche. durch HinzufOgung eines oder mehrerer 
neuer AnsprOche oder durch Anderung des Wortlauts eines oder mehrerer AnspfOche in der eingereiehten Fassiing. 

FQr iedes Anspruchstsiatt. das sich aufgrund einer oder mehrerer Anderungen von dem urspnOnglich eingereiehten Blatt 
untefBcheidet. ist ein Ersatzblatt einzureichen. 

Alle AnsprOche, die auf einem Ersatzblatt erscheinen, sind mit arabischen Ztffem zu numerieren. Wird ein Anspruch gestrichen, so 
brauchen, die anderen AnsprOche nicht neu numeriert zu werden. Im Fall einer Neunumerierung sind die AnsprOche fortlauffend zu 
numerieren (Verwaltungsriohtlinien, Absohnitt 205 b)). 

Die Anderungen eind In der Sprache abzufassen, in der dieintemationale Anmeldung ver5ffentlictit wlrd. 



Welche Unteriagen sind den Anderungen belzufOgen? 
BegielUchreiben (Abschnitt 205 b)): 

Die Andemngen sind mit einem Begleitschreiben einzureichen. 



Das Begleitschreiben wird nicht zusammen mit der internationalen Anmeldung und den geAnderten AnsprOchen ver6ffentlicht Es 
ist njcht zu verwechseln mit der "ErklArung nach Artikel 19(1)* (siehe unten, "Erklflrung nach Artikel 19 (1)*). 

Das Begleitschreiben ist nach Wahl des Anmeiders In englischer oder franzdslscher Sprache abzufassen. Bei engilschspra- 
chigen internationalen Anmeldungen 1st das Begleitschreiben aber ebenfalls In englischer, bel franzoslschspraehigen Inter- 
nationalen Anmeldungen In hanzoslscher Sprache abzufassen. 



Anmerkungen zu Fonnt>tatt PCT/ISA/220 (Blatt 1) (Januar 1994) 

'ISOOCID: <XSISA220NODEP4_I_> 
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ANMERKUNGEN ZU FORMBLATT PCT/ISA/220 (Fortsetzung) 



Im Begleitschreiben sind die Unterschiede zwischen den AnsprOchen in der etngereichten Fassung und den ge&nderten AnsprOchen 
anzugeben. So ist insbesondere zu jedem Anspruch in der intemationalen Anmeidung anzugeben (gleichlautende Angaben 2U 
verschiedenen Anspruchen Kdnnen zuaammengefaBt werden), ob 

i) der Anspnjch unrver&ndert tst; 

ti) der Anspruch gestrichen worden ist; 

iii) der Anspruch neu ist; 

iv) der Anspruch etnen oder mehrere An sp ruche in der eingereichten Fassung ersetzt; 

v) der Anspruch auf die Tetlung eines Anspruchs in der eingereichten Fassung zurOokzufOhren tst. 



Im folgenden slnd Beisplele angegeben, wle Anderungen im Begleftachrelben zu erlautem sind: 

1. [Wenn anstelle von ursprOnglich 46 AnsprOchen nach der Anderung einiger Anspruche 51 AnsprOche existieren]: 

"Die AnsprOche 1 bis' 29, 31, 32. 34, 35, 37 bis 48 werden durch geanderte Anspruche gleicher Numerierung ersetzt; AnsprOche 
30, 33 und 36 unver&ndert; neue AnsprOche 49 bis 51 hinzugefQgt.' 

2. (Wenn anstelie von ursprOngtich 1 5 Anspnichen nach der Andeaing aller Anspruche 1 1 Anspruche existieren]: 
'Geanderte AnsprOche 1 bis 1 1 treten an die Stetle der Anspruche 1 bis 15.* 

3. [Wenn ursprunglich 14 AnsprOche existierten und die Andenjngen darin bestehen. daB einige Anspruche gestrichen werden ur>d 
neue AnsprOche htnzugefOgt werden]: 

AnsprOche 1 bis 6 und 14 unver&ndert; AnsprOche 7 bis 13 gestrichen; neue AnsprOche 15, 16 und 1 7 hinzugefOgt.'Oder* An- 
spruche 7 bis 13 gestrichen; neue Anspruche 15, 16 und 17 hinzugefQgt; alle Qbrigen AnsprOche unver&ndert.* 

4. [Wenn verschiedene Arten von Anderungen durchgefOhrt werden]: 

"AnsprOche 1-10 unver&ndert; AnsprOche 11 bis 13, 18 und 19 gestrichen; AnsprOche 1 4, 15 und 16 durch gefinderten An- 
spruch 14 ersetzt; Anspruch 17 in geAnderte AnsprOche 15, 16 und 1 7 unterteilt; neue AnsprOche 20 und 21 hinzugefOgt.* 

"Ericl&rung nach Artikel 1 9(1 )" (Regel 46.4) 

Den Anderungen kann eine ErklArung beigefOgt werden, mit der die Anderungen eri&utert und ihre Auswirkungen auf die 
Beschreibung und die Zeichnungen dargeiegt werden (die nicht nach Artikel 1 9 (1 ) ge&ndert werden kdnnen). 

Die Erkl&rung wird zusammen mit der intemationalen Anmetdung und den ge&nderten AnsprOchen verfiffentficht. 
Sie ist In der Sprache abzufassan, In der die intemationalen Anmeidung ver&ffentlfcht wird. 

Sie muH kurz gehalten sein und darf, wenn in englisoher Sprache abgefaBt Oder ins Englisohie Obersetzi, nicht mehr afs 500 
W6rter umfassen 

Die Erkl&rung ist nicht zu verwechsein mit dem Begleitschreiben, das auf <fie Unterschiede zwischen den AnsprOchen in der 
eingereichten Fassung und den ge&nderten AnsprOchen hinweist, und ersetzt ietzteres nicht. Sie ist auf einem gesonderten Btatt 
einzureichen und in der Oberschrift als soiche zu kennzeichnen, vorzugsweise mit den Worten *Erkl&rung nach Artikel 19 (1)*. 

Die Erklarung darf keine herabsetzenden AuBerungen Ober den intemationalen Recherchenbericht oder die Bedeutung von in dem 
Bericht angefOhrten Verdffentlichungen enthalten. Sie darf auf im intemationalen Recherchenbericht angefOhrte VerOffentlichun- 
gen, de sich auf einen tMstimnfiten Anspruch beziehen, nur im Zusammenhang mit einer Anderung dieses Anspruchs Bezug 
nehmen. 

Auswirkungen eines berotts gestellten Antraga auf intematlonaievorl&ufige PrOfung 

Ist zum Zeitpunkt der Einreichung von Anderungen nach^Artikel 19 bereits ein Antrag auf intern at k>n ale vorl&ufige PrOfung 
gestellt worden, so sollte der Anmetder in seinem Interesse gieichzeitig mil der Einreichung der Anderungen beim Intemation alen 
BOro auch eine Kopie der Anderungen bei der mit der intemationalen vori&ufigen PrOfung beauftragen Be horde einreichen (siehe 
Regel 62.2 a), erster Satz). 



Auswirkungen von Anderungen hinsichtiich der Oberseteung derintematkmalen Anmetdung beim Eintritt In die 
nationals Phase 

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, daB bei Eintritt in de nationale Phase mdglicherweise anstatt oder zus&tzlich zu der Ut>er 
setzung der Anspruche in der eingereichten Fassung eine Utiersetzung der nach Artikel 19 ge&rKlerten AnsprOche an die 
t>estimmten/ausgew&hften Amter zu Obermittein ist. . 

N&here Einzelheiten Qber die Erfordemtsse jedes bestimmten/ausgew&hKen Amts sind Band 11 des PCT-Leitfadens fur Anmelder 
zu entnehmen. 



Anmerkungen zu Fonnblatt PCT/ISA/220 (Blatt 2) (Januar 1994) 
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VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT 
AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS 

PCT 

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regein 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 

002457woMegn 


WEITERES siehe Mitteilung uber die Ubermittlung des internatlonalen 

Recherchenberlchts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie. sowelt 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 00/09468 . 


Internationales Anmeidedatum 

(Tag/Monat/Ja hr) 

28/09/2000 


(Fruhestes) Priorltatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

28/09/1999 


Anmeider 

EVOTEC BIOSYSTEMS AG 



Dieser internatlonale Recherchenbericht wurde von der Internationalen RecherchenbehSrde erstellt und wird dem Anmeider gemai3 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro libermittelt. 

Dieser internatlonale Recherchenberictit urrifaQt insgesamt 3 Blatter. 

[X] Dariiber hinaus llegt ihm jeweils .eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bel. 



1 . Grundlage des Berichts 

a. Hinslchtlich der Sprache ist die internatlonale Recherclie auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprachie 
durchgefuhrt worden, in der sie eingereicht wurde. sofern unter diesem Punkt ntctits anderes angegeben ist. 

I I Die Internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der BehOrde eingerelchten Obersetzung der internationalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 

b. Hinsichtiich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucieotid- und/oder Aminosauresequenz ist die Internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das 

I I in der internationalen Anmeldung in Schrifllcher Form enthalten Ist. 

I I zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

I I bei der Behorde nachtrSglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

I I bei der BehCrde nachtragiich In computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

I I Die Erkiarung, da3 das nachtrSglich eingereichte schriftllche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehalt der 
Internationalen Anmeldung im Anmeldezeltpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

I I Die Erkiarung, dafS die in computerlesbarer Form erfaBten Informationen dem schriftllchen Sequenzprotokoll entsprechen. 
wurde vorgelegt. > 

I 1 Bestimmte Anspruche haben sich als nicht recherchlerbar erwiesen (siehe Feld I). 
I I Mangelnde Einheitiichkeit der Erflndung (siehe Feld II). 



2. 

3. 



Hinsichtiich der Bezeichnung der Erfindung 

Pn wird der vom Anmeider eingereichte Wortlaut genehmigt. 
I I wurde der Wortlaut von der BehSrde wie folgt festgesetzt: 



5. Hinsichtiich der Zusammenfassung 

pyl wird der vom Anmeider eingereichte Wortlaut genehmigt. 

J . wurde der WortJaut nach Regel 38.2b) In der in Feld III angegebenen Fassung von der BehOrde festgesetzt. Der 

I I Anmeider kann der BehGrde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 

Recherchenberlchts eine Stellungnahme vorlegen. 

J 



Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu verOffentllchen: Abb. Nr. 
[X] wie vom Anmeider vorgeschlagen [~[ 
I I well der Anmeider selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
I I well diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 



keine der Abb. 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 00/09468 



A. KLASSIFIZIERUNG OES ANMELDUNGSGEGENSTANOES 

IPK 7 G01N33/68 C12Q1/68 



Nach der Iniematlonaten Patent klassifikation (rPK) Oder nach der nationalen Klasstfikalion und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBJETE 



Recherchierter Mindestprufstotf (Klassifikationssystem und Klassifikationssymbole ) 

IPK 7 GOIN 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehorende Verdffentlichungen. sowed diese unter die recherchienen Gebiete fallen 



Wahrend der iniernationalen Recherche konsultlerte elektronische Datenbank (Name der Dalenbank und evil, venwendete Suchbegriffe) 

EPO-Internal 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorle* Bezelchnung der Veroffentlichung. soweit erforderlich unter Angabe der in BetrachI kommenden Telle 



Betr. Anspruch Nr. 



P,A 



P,A 



WO 99 62548 A (ADVANCED RESEARCH AND 

TECHNOLOGY INSTITUTE) 

9. Dezember 1999 (1999-12-09) 

Seite 3, Zeile 13 -Seite 4, Ze1le 10 

WO 96 04309 A (INNOGENETICS N.V.) 
15. Februar 1996 (1996-02-15) 
das ganze Dokument 

WO 94 13795 A (N.V. INNOGENETICS S. A. ) 
23. Juni 1994 (1994-06-23) 
das ganze Dokument 

WO 99 66956 A (CASE WESTERN RESERVE 
UNIVERSITY) 29. Dezember 1999 (1999-12-29) 
Zusammenfassung; Anspriiche 

-/-- 



1-19 



1-19 



1-19 



1-19 



Weitere Veroftentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfamille 



* Besondere Kategorien von angegebenen Veroftentlichungen 
A* Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technikdefiniert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

E' aiteres Dokument. das jedoch erst am oder nach dem intematk)nalen 
Annieldedatum veroffentlicht worden ist 

L' Veroftentlichung. die geeignet ist, etnen PrioritStsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen. Oder durch die das Ver6ffentllchungsdatum einer 
anderen im Recherchenbertcht genannten Verdffentlichung t>elegt werden 
soli Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben Ist (wie 
ausgefuhrt) 

O" Veroffentlichung. die sich auf eine mundliche Offenbarung. 

eine Benutzung, eine Aussiellung oder andere MaBnahmen bezieht 
P* Veroffentlichung. die vor dem intemationalen Anmeidedatum, aber nach 

dem beanspruchten PrioriiSlsdatum veroffentlicht worden ist 



•T' Spitere Verdffentlichung, die nach dem intemationalen Anmeidedatum 
Oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondem nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips Oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angeget>en ist 

'X' Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Verdffentlichung nicht als neu oder auf 
erflnderischer Taligkelt beruhend betrachtet werden 

■V Verdffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erflnderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden. wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Verdffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fQr einen Fachmann naheliegend ist 
Veroffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamille ist 



Datum des Abschlusses der intemationalen Recherche 



20. Dezember 2000 



Absendedatum des intemattonalen Recherchenberichts 



02/01/2001 



Name und Postanschrift der lnlematk>nalen Recherchenbehdrde 
EuropSisches Patentamt. P.B. 5618 Patentlaan 2 

NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Bevotlmdchtigter Bediensteler 



Griffith, G 



Fonmblatt PCT/ISA/210 (Blati 2) (Juli 1992) 



Seite 1 von 2 



f 



THIS PAGE BLANK (uspto) 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERiCHT 



Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 00/09468 



C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kalegorie* Bezetchnung der Verdffentlichung. soweil erforderlicti unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. AnspnJCh Nr. 



wo 98 01471 A (AB SANGTEC MEDICAL) 
15. Oanuar 1998 (1998-01-15) 
das ganze Dokument 

WO 97 43649 A (E.-L. WINNACKER) 
20. November 1997 (1997-11-20) 
Zusammenfassung; Anspriiche 

EP 0 544 942 A (MAX-PLANCK-GESELLSCHAFT 
ZUR FORDERUNG DER WISSENSCHAFTEN E.V.) 
9. Juni 1993 (1993-06-09) 
das ganze Dokument 

WO 98 16833 A (XENOVA LIMITED) 
23. April 1998 (1998-04-23) 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

Angaben zu Veroftentlichungen, die zur selben Palentfamilie gehdren 



Iniemationales Aktenzeichen 

PCT/EP 00/09468 



Im Recherchenbericht 




Datum dGr 




Mitglied(er) d©r 




angefuhrtes Patentdokument 


VerGffentlichung 




Patenttamille 


. Veroffentlichung 


WO 9962548 


A 


09-12-1999 


AU 


4322999 A 


20-12-1999 


WO 9604309 


A 


15-02-1996 


AU 


710952 B 


30-09-1999 








AU 


3223495 A 


04-03-1096 








CA 


2195672 A 


15-02-1996 








EP 


0772634 A 


14-05-1997 








JP 


10506381 T 


23-06-1998 








US 


6121003 A 


19-09-2000 


WO 9413795 


A 


23-06-1994 


AT 


165866 T 


15-05-1998 








AU 


690092 B 


23-04-1998 








AU 


5809794 A 


04-07-1994 








CA 


2150816 A 


23-06-1994 








DE 


69318420 D 


10-06-1998 








DE 


69318420 T 


28-01-1999 








DK 


673418 T 


01-03-1999 








EP 


0673418 A 


27-09-1995 








ES 


2118373 T 


16-09-1998 








JP 


2879975 B 


05_n4-iqQq 

\J -J ±. J ^ ^ 








JP 


.8502898 T 


02-04-1996 








US 


5843779 A 


01-12-1998 








US 


5861257 A 


19-01-1999 








- US 


.6010913 A 


04-01-2000 


WO 9966956 


A 


29-12-1999 


AU 


4957499 A 


10-01-2000 


WO 9801471 


A 


15-01-1998 


AU 


715797 B 


10-02-2000 








AU 


3563397 A 


02-02-1998 








BR 


9710175 A 


X X WX C^\J\J\J 








CA 


2259413 A 


15-01-1998 








EP 


0931094 A 










" NO 


986218 A 


30-12-1998 








NZ 


333408 A 


28-05-1999 


WO 9743649 


A ^ 


20-11-1997 


EP 


0914614 A 


12-05-1999 


EP 544942 


A 


09-06-1993 


AT 


185599 T 


15-10-1999 








AU 


707736 B 


15-07-1999 








AU 


2865697 A 


04-12-1997 








AU 


681071 8 


21-08-1997 








AU 


3256093 A 


28-06-1993 








CA 


2125298 A 


10-06-1993 








DE 


69230148 D 


18-11-1999 








DE 


69230148 T 


04-05-2000 








DK 


618968 T 


10-04-2000 








WO 


9311231 A 


10-06-1993 








EP 


0618968 A 


12-10-1994 








EP 


0911398 A 


28-04-1999 








EP 


0911390 A 


28-04-1999 








EP 


0909814 A 


21-04-1999 








ES 


2136654 T 


01-1 ?-1 QQQ 








JP 


2000026498 A 


. 25-01-2000 








JP 


2000037188 A 


08-02-2000 








JP 


2000032983 A 


02-02-2000 








JP 


7507044 T 


03-08-1995 


WO 9816833 


A 


23-04-1998 


AU 


4311497 A 


11-05-1998 








EP 


0934525 A 


11-08-1999 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

Angaben zu Verdffentlichungen, die zur selben Patentfamilie gehdren 



Internationales Alcienzeichen 

PCT/EP 00/09468 



Im Recherche nbericht 


Datum der 


Mjtglied(er) der 


Datum der 


anoGfuhrtes Patentdokumpnt 


V/oroffontli^ht inn 

vci uiiciuiiunuiiy 


naienuarnMie 


Veroffentlichung 


wo 9816833 A 




GB 2335038 A 


08-09-1999 
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PCT/EPOO/09468 



^ENT COOPERATION TRE 



m 



From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 

NOTIFICATION OF ELECTION 
(PCT Rule 61.2) 


To: 

Commissioner 

US Department of Commerce 
United States Patent and Trademark 
Office, PCT 

201 1 South Clark Place Room 

Arlington, VA 22202 
ETATS-UNIS D'AMERIQUE 

in its capacity as elected Office 


Date of mailing (day/month/year) 
14 June 2001 (14.06.01) 




international application No. 
PCT/EPOO/09468 


Applicant's or agent* s file reference 
002457woMegn 


International filing date (day/month/year) 

28 September 2000 (28.09.00) 


Priority date (day/month/year) 

28 September 1999 (28.09.99) 


Applicant 

BIESCHKE, Janetal 



1. The designated Office is hereby notified of its election made: 

I X I in the demand filed with the International Preliminary Examining Authority on: 

13 March 2001 (13.03.01) 



I I in a notice effecting later election filed with the International Bureau on: 



2. The election | X| was 

\ I was not 

made before the expiration of 19 months from the priority date or, where Rule 32 applies, within the time limit under 
Rule 32.2(b). 





Authorized officer 


The International Bureau of WlPO 


34, chemin des Colombettes 


Zakaria EL KHODARY 


1211 Geneva 20, Switzerland 




Facsimile No.: (41-22) 740.14,35 


Telephone No.: (41-22) 338.83.38 


Form PCT/IB/331 (July 1992) 


EP0009468 
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VERTRAG 



9 



R DIE INTERNATIONALE ZUSAMM EN ARBEIT 
DEM GEBIET DES PATENTW^BlS 



PCT 

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regein 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 

002457woMegn 


WEITERES Mitteilung Ober die Ubermittlung des internationalen 

Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


InternattonEdes Aktenzeichen 
PCT/EP 00/09468 


Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 

28/09/2000 


(Fruhestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

28/09/1999 


Anmelder 

EVOTEC BIOSYSTEMS AG 



Dieser Internationale Recherchenbericht wurde von der Internationaien Recherchenbehdrde erstelit und wird dem Anmelder gemdB 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro Qbermittelt. 

Dieser internationaie Recherchenbericht umfaBt insgesamt _^ Blatter. 

Pn Daruber hinaus iiegt ihm jeweils eIne Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik t>ei. 



Grundlage des Berichts 

a. HInsichtlich der Sprache ist die Internationale Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrt worden, in der sie eingereicht wurde. sofem unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 



□ 



b. 



2. 
3. 



Die internationaie Recherche ist auf der Grundlage einer bel der Behdrde eingereichten Obersetzung der Internationalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 

HInsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotide und/oder Aminosauresequenz ist die Internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das 

I I in der internationalen Anmeldung in Schrlflicher Form enthalten ist. 

zusammen mit der Internationalen Anmeldung In oomputerlesbarer Form eingereicht worden ist. 
bel der Behdrde nachtrdgllch in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 
bei der Behorde nachtrSglich In oomputerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

Die Erkiarung, da3 das nachtrdglich eingereichte schriftiiche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehait der 
internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

Die Erkiarung, da3 die in oomputerlesbarer Form erfa3ten Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt. 

Bestimmte Anspruche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld t). 
Mangelnde EInheitlichkeit der Erfindung (siehe Feld II). 



□ 
□ 
□ 
□ 

□ 



□ 
□ 



HInsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

[X] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
I I wurde der Wortlaut von der Behfirde wie folgt festgesetzt: 



HInsichtlich der Zusammenfassung 

wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

wurde der Wortlaut nach Reget 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der Beh5rde festgesetzt. Der 
I I Anmelder kann der Behdrde innerhalb eines l\/lonats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 
Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 

Folgende Abbildung der Zetchnungen ist mit der Zusammenfassung zu verGffentlichen: Abb. Nr. _] 



[X] wie vom Anmelder vorgeschlagen Q keinederAbb. 

I I weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
I I weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 




A. KLASSIRZIERUNG DES ANMELDUNOUFGENSTANOES 

IPK 7 G01N33/68 C12Q1/68 



Nach der Internal ionalen Patentklassifikation (IPK) Oder nach der natlonalen Klassiflkatbn und der IPK 



Internationales Aktenzeichen 



EP 00/09468 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Rectierchierter MlndestprQfstoff (Klasslflkationssystem und Klasslfikationssymbole ) 

IPK 7 GOIN 



Recherchlerte aber nicht zum MIndeslprufstoff gehdrende Verdffentllchungen, sowelt diese unter die recherchlerten Geblete fallen 



Wahrend der intemationalen Recherche konsultlerte elektronische Datent>ank (Nanne der Datenbank und evtl. venvendete Suchbegriffe) 

EPO-Internal 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie*' Bezeichnung der Veroffentlichung. soweit erforderlich unter Angabe der In Betracht kommenden Telle 



Betr. Anspruch Nr. 



P,A 



P. A 



WO 99 62548 A (ADVANCED RESEARCH AND 

TECHNOLOGY INSTITUTE) 

9. Dezember 1999 (1999-12-09) 

Seite 3, Zeile 13 -Seite 4, Zeile 10 

WO 96 04309 A (INNOGENETICS N.V.) 
15. Februar 1996 (1996-02-15) 
das ganze Dokument 

WO 94 13795 A (N.V. INNOGENETICS S.A.) 
23. Juni 1994 (1994-06-23) 
das ganze Dokument 

WO 99 66956 A (CASE WESTERN RESERVE 
UNIVERSITY) 29. Dezember 1999 (1999-12-29) 
Zusammenfassung; Anspruche 

-/-- 



1-19 
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Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld 0 zu 
entnehmen 



Stehe Anhang Patentfamilie 



•* Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen 

"A" Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik deflniert, 
aber ntcht als besonders bedeutsam anzusehen 1st 

'E' diteres Dokument, das jedoch erst am Oder nach dem lntematk>nalen 
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 

'L' Veroffentlichung, die geeignet Ist, einen Priorltatsanspruch zvtfeifelhaft er- 
scheinen zu iassen, Oder durch die das Verdffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Verdffentltehung betegt werden 
soli Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben Ist (wie 
ausgefuhrt) 

•O* Veroffentlichung, die sich auf eine mundliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung Oder andere MaBnahmen bezieht 

"P' Veroffentlichung, die vor dem intemationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchlen Prioritatsdatum veroffentlicht worden Ist 



'T' Spatere Veroffentlichung, die nach dem intemationalen Anmeldedatum 
Oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum Verstandnis des der 
Erflndung zugrundellegenden Prinzlps oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

"X' Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Verdffentlrchung nicht als neu Oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

■Y' Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer Oder mehreren anderen 
Ver5frentlk:hungen dieser Kategorie In Verblndung gebracht wird und 
diese Verblndung fur eInen Fachmann nahellegend Ist 

Veroffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der intemationalen Recherche 



20. Dezember 2000 



Absendedatum des intemationalen Recherchenbenchts 



02/01/2001 



Name und Postanschrlft der Intemationalen RecherchenbehOrde 
EuropSlsches Paten tamt. P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswrjk 
Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Bevollnndchtigter Bediensteter 



Griffith, G 



Formbtatt PCT/ISA/210 (Biatt 2) (Juii 1992) 



Seite 1 von 2 



• 



THIS PAGE BLANK (usi»ro> 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGS^ENE UNTERLAGEN 




Internationales Aktenzelchen 

P 00/09468 



Kalegorie* 



Bezeichnung der Veroffentlichung. soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Telle 



Betr. Anspruch Nr. 



wo 98 01471 A (AB SAN6TEC MEDICAL) 
15. Januar 1998 (1998-01-15) 
das ganze Dokument 

WO 97 43649 A (E.-L. WINNACKER) 
20. November 1997 (1997-11-20) 
Zusammenfassung; AnsprQche 

EP 0 544 942 A (MAX-PLANCK-6ESELLSCHAFT 
ZUR FORDERUNG DER WISSENSCHAFTEN E.V.) 
9. Juni 1993 (1993-06-09) 
das ganze Dokument 

WO 98 16833 A (XENOVA LIMITED) 
23. April 1998 (1998-04-23) 
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

InTors^on on patent family members 



Patent document 
cited In search report 



Publication 
date 



International Application No 

iEP 00/09468 



Patent family 
member(s) 



Publication 
date 



wo 


9962548 


A 


09- 


-12- 


-1999 


AU 


4322999 


A 


20-12-1999 




f\C A A O AA 

9504309 


A 


15- 


AO 

-02- 


i AA£ 

-1996 


A 1 1 

AU 


710952 


B 


30-09-1999 














A 1 1 

AU 


3223495 


A 


04-03-1996 














A 

CA 


2195672 


A 


15-02-1996 














EP 


0772634 


A 


14-05-1997 














JP 


10506381 


T 


23-06-1998 














us 


6121003 


A 


19-09-2000 


LIA 
WO 


A il 1 07AC 

9413795 


A 


23- 


-06- 


-1994 


A T 

AT 


165866 


T 


15-05-1998 














AU 


690092 


B 


23-04-1998 














All 

AU 


5809794 


A 


04-07-1994 














^ A 

CA 


2150816 


A 


AA A ^ 1 AA it 

23-06-1994 














DE 


69318420 


D 


<4 A A^ '1 AAA 

10-06-1998 














DE 


69318420 


T 


^ A A 4 -1 A A A 

28-01-1999 














DK 


673418 


T 


01-03-1999 














EP 


0673418 


A 


27-09-1995 














ES 


2118373 


T 


16-09-1998 














JP 


2879975 


B 


05-04-1999 














JP 


8502898 


T 


02-04-1996 














US 


5843779 


A 


A 4 4 A 4 A A A 

01-12-1998 














us 


5861257 


A 


4 A A '4 ^ A A A 

19-01-1999 














us 


6010913 


A 


04-01-2000 


wo 


9966956 


A 


29- 


■12- 


■1999 


All 

AU 


4957499 


A 


•lA A^ AAAA 

10-01-2000 


wo 


9801471 


A 


15- 


-01- 


■1998 


AU 


715797 


B 


10-02-2000 














AU 


3563397 


A 


02-02-1998 














BR 


9710175 
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Patent family 
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Publication 
date 



WO 9816833 
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PATENT COOPERATION TR^n"Y 

PCT • 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 
(PCT Article 36 and Rule 70) 



Applicant's or agent's file reference 
00245 7woMegn 


irnu irTTDxuiTD Ar-xirkM Notification of Transmittal of international 
r UK r UK I MILK AC 1 iui> Preliminary Examination Report (Form PCT/IPEA/4 1 6) 


International application No. 


International filing date {day/month/year) 


Priorit>' date {day/month/year) 


PCT/EPOO/09468 


28 September 2000 (28.09.00) 


28 September 1999 (28.09.99) 


International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 




GO IN 33/68 






Applicant 


EVOTEC OAI AG 





1. This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining 
Authority and is transmined to the applicant according to Article 36. 



2. This REPORT consists of a total of 

□ 



. sheets, including this cover sheet. 



This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have 
been amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority 
(see Rule 70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of 



sheets. 



This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 

Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application 



I 




II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 


□ 



Date of submission of the demand 

13 March 2001 (13.03.01) 


Date of completion of this report 

31 August 2001 (31.08.2001) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 

Facsimile No. 


Authorized officer 

Telephone No. 
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INTERNATIONAL P 



Rl^pi 



INARY EXAMINATION REPORT 



*emationaI application No. 
PCT/EPOO/09468 



I. Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of {Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 1 4 are referred to in this report as *' originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.): 

the international application as originally filed. 

the description, pages 1:1? , as originally filed, 

pages , filed with the demand, 

pages , filed with the letter of 

pages , filed with the letter of — 



the claims. 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



1-19 



, as originally filed, 

, as amended under Article 19, 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of 

, filed with the letter of 



^ the drawings. 



sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



1/21 -21/21 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

I I the description, pages 

I I the claims, Nos. 



I I the drawings, sheets/fig 



^ I I This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
' ' — ' to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 



4. Additional observations, if necessary: 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement ^ 



I International application No. 

INTERNATIONAL P^J^INARY EXAMINATION REPORT /EP 00/094 68 



Statement 



Novelty (N) Claims 



1-19 



Claims NO 



Inventive step (IS) Claims 



1-19 YES 



Claims NO 



Industrial applicability (lA) Claims 



1-19 YES 



Claims NO 



2. Citations and explanations 

None of the documents cited in the international search 
report relate to a method for determining and 
characterizing particles by means of at least two 
different detectable probes in a sample, the relationship 
between the bound probes being established by determining 
particles and this determination taking place on the basis 
of individual particles. The claimed invention therefore 
appears to meet the criteria stipulated by PCT Article 
33 (2) and (3) . 
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VERTRAG UBE^IE INTERNATIONALE ZUSMflMENARBEIT AUF DEM 

GEBIET DES PATENTWI 



SMai\/ 



7 ^ 



REC'D 0 h SEP 2001 



PCT 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUF ^WB^BEniCHTP^^ 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
002457wo/Me/lw 


siehe Mitteilung uber die Ubersendung des intemationalen 
WEITERES VORGEHEN vorlaufigen PrOfungsberichts (Fomnblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EPOO/09468 


Intemationafes Anmeldedatum^Ta^/Monatf^Ja/ir; 
28/09/2000 


PrioritStsdatum (Tag/Monat/Tag) 
28/09/1999 



Internationale Patentklassifikation (IPK) Oder nationale Klassifikatlon und IPK 
G01N33/68 



Anmelder 

EVOTEC BIOSYSTEMS AG et al. 



1 . Dieser internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mrt der intemationalen vorlaufigen Prufung beauftragten 
Behorde erstellt und wird dem Annnelder gemaB Artikel 36 ubernnittelt. 



2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 4 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 



□ AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich um Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Beh6rde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Aniagen umfassen Insgesamt Blatter. 

# 

3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 



1 




Grundlage des Bertchts 


II 


□ 


Prioritat 


III 


□ 


Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erflnderische Tdtlgkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 


IV 


□ 


Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 


V 




BegrOndete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtllch der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und ErkiSrungen zur Stutzung dieser Feststellung 


VI 


□ 


Bestimmte angefuhrte Unterlagen 


VII 


□ 


Bestimmte Mangel der Intemationalen Anmeldung 


VIII 


□ 


Bestimmte Bemerkungen zur intemationalen Anmeldung 



Datum der EInreichung des Antrags 

13/03/2001 


Datum der Fertigstellung dieses Berichts 

31.08.2001 


Name und Postanschrift der mit der intemationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 

^ Europaisches Patentamt 
/nj) D-80298 Munchen 

Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 


Bevollmachtigter Bediensteter ^^^SoS^S^n. 
Linker, W f ^ )) 

Tel. Nr. +49 89 2399 8703 
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INTERNATIONALER ^ 
PRUFUNGSBERICHT 




AUFIGER 



Internationales Aktenzeichen PCT/E POO/09468 



1. Grundlage des Berichts 

1 . Hinsichtllch der Bestandteile der Internationalen Anmeldung (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf sine 
Aufforderung nach Artikel 14 hin vorgelegt wurden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich 
eingereicht" und sind ihm nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten (Regein 70. 16 and 70. 1 7)): 
Beschreibung, Seiten: 

1-49 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1-19 ursprungliche Fassung 

Zeichnungen, Blatter: 

1/21-21/21 ursprungliche Fassung 



2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die internationale Anmeldung eingereicht worden 1st, zur Verfugung Oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich um 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche erngereicht.worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der Internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

□ in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Fomi eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfassten Informattonen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 
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INTERNATIONALER VoHlAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/E POO/09468 



□ Beschreibung. Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden. da diese aus den 
angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die solche Anderungen enthalten, ist unter Punlct 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 



6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 1-19 

Nein: Anspruche 

Erfinderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 1-19 

Nein: Anspruche 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1-19 

Nein: Anspruche 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 
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H - # 

:R^X)RLAUFIGER Internationales Aktenze 



INTERNATIONALERTORLAUFIGER Internationales Akfenzelchen PCT/E POO/09468 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Zu Punkt V 

Begrundete Feststellung nach Artikei 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der 
erfinderischen Tatigkeit und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und 
Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

Keines der im intemationalen Recherchenbericht genannten Dokumente betrifft ein 
Verfahren zur Bestimmung und Charakterisierung von Partikein mittels mindestens 
zweier unterschiedlicher detektierbarer Sonden in einer Probe, wobei das Verhaltnis 
der gebundenen Sonden zueinander durch Bestimmung auf Basis von einzelnen 
Partikein erfolgt. Die beanspruchte Erfindung scheint daher die in Artikei 33(2) und (3) 
genannten Kriterien zu erfullen. 
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Copy for the Elected Office (EO/US) 



PCT/E POO/09468 



ATENT COOPERATION '^^^^ 

From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 

NOTIFICATION OF THE RECORDING 
OF A CHANGE 

(PCT Rule 92bls.1 and 
Administrative Instructions, Section 422) 


To: 

MEYERS, Hans-Wilhelm 
Postfach 10 22 41 
50462 Koln 
ALLEMAGNE 


Date of mailing (day/month/year) 
02 April 2002 (02.04.02) 


Applicant's or agenf s file reference 

002457woMegn 


IMPORTANT NOTIFICATION 


International application No. 

PCT/EPOO/09468 


International filing date (day/month/year) 

28 September 2000 (28.09.00) 



1. The following indications appeared on record concerning: 

X the applicant | [ the inventor [ | the agent | | the comnnon representative 


Name and Address 

EVOTEC BIOSYSTEMS AG 
Schnackenburgallee 114 
22525 Hamburg 
Germany 


State of Nationality 
DE 


State of Residence 
DE 


Telephone No- 


Facsimile No. 


Teleprinter No. 


2. The International Bureau hereby notifies the applicant that the following change has been recorded concerning: 
1 1 the person | X| the name | | the address [ | the nationality | | the residence 


Name and Address 

EVOTEC OAI AG 
Schnackenburgallee 114 
22525 Hamburg 
Germany 


State of Nationality 
DE 


State of Residence 
DE 


Telephone No. 


Facsimile No. 


Teleprinter No. 


3. Further observations, if necessary: 


4. A copy of this notification has been sent to: 
I X [ the receiving Office | | the designated Offices concerned 
1 1 the International Searching Authority [ X [ the elected Offices concerned 
1 I the International Preliminary Examining Authority [ | other: 





The International Bureau of WlPO 
34, chemin des Colombettes 
1211 Geneva 20, Switzerland 

Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 


Authorized officer 

Erich LORIS 
Telephone No.: (41-22) 338.83.38 
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